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VySetifovani hemokultur z internich oddéleni Nemocnice Tabor, a.s.

Abstrakt

Predkladana prace se zabyva vySetfovanim hemokultur z internich oddéleni Nemocnice
tématu infekci krevniho fecCisté a sepse. Pozornost je také zamétena na diilezity projekt

v ramci Evropy EARS-Net.

V praktické ¢asti je popsan postup laboratorniho vySetfeni hemokultur ve vSech jeho
fazich (preanalyticka, analytickd, postanalytickd) vcetné postupu praci v pripadé
pozitivity vzorku. Déle prace hodnoti data o hemokulturach odebranych na internich
oddélenich Nemocnice Tabor, a.s. za rok 2018, pficemZz stanovuje incidenci
gramnegativnich bakterii u pozitivnich vzorkd a snazi se postihnout rozdily mezi
skupinami komunitnich a hospitalizovanych pacienti. Poslednim bodem je pak
poskytnuti ptehledu o rezistenci k antibiotikim u nejcastéji zachycenych
gramnegativnich tyCinek vcetné¢ srovnani s daty z EARS-Net (primér za interni

oddéleni v Cesku).

Za rok 2018 bylo vyhodnoceno jako pozitivni celkem 527 hemokultivacnich lahvicek.
Po odstranéni duplicit a kontaminaci bylo k dals$i analyze pouzito celkem 267
pozitivnich lahvicek, ze kterych bylo vykultivovano celkem 97 kmenti gramnegativnich
tyCinek. Mezi nejCastéji zachycené gramnegativnimi bakteridlnimi druhy v pozitivnich
vzorcich patfily Escherichia coli (48,5 %) a Klebsiella pneumoniae (22,7 %). Rozdily
mezi skupinami komunitnich a hospitalizovanych pacientii byly zachyceny pouze u
kmene Klebsiella pneumoniae, vyraznéji se vSak spektrum patogent neliSilo. Pii
zhodnoceni miry rezistence dvou nejcastéji zastoupenych bakteridlnich druht je 1 ve
srovnani s daty s EARS-Net (primér za interni oddéleni v Cesku) znepokojujici vyssi
frekvence vyskytu kmend druhu Klebsiella pneumoniae rezistentnich k cefalosporinim

tieti generace a ciprofloxacinu.
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Diagnostics of the blood cultures from the departments of internal
medicine in Nemocnice Tabor, a.s.

Abstract

The thesis describes blood culture testing at internal medicine departments of
Nemocnice Téabor, a.s. (Tébor Hospital). The theoretical part presents the most
important terms related to infections of the bloodstream and sepsis. EARS-Net, an

important European project is also mentioned.

The practical part describes blood culture laboratory process in all phases (pre-
analytical, analytical and post-analytical) including the steps taken when a sample is
positive. Furthermore, the study evaluates data on blood cultures done at internal
medicine departments of Nemocnice Tabor, a.s. in 2018, determining the incidence of
gram-negative bacteria in positive samples and seeking to describe the differences
between community and hospitalised patient groups. Finally, the study also gives an
overview of antibiotic resistance in the most commonly detected gram-negative rods
including a comparison to EARS-Net data (mean value for internal medicine

departments in the Czech Republic).

In total, 527 blood culture vials were tested as positive in 2018. A total of 267 positive
vials were analysed further after the removal of duplicities and contaminations; a total
of 97 strains of gram-negative rods were cultured from the vials. The most commonly
detected gram-negative bacterial strains found in positive samples included Escherichia
coli (48.5%) and Klebsiella pneumoniae (22.7%). Differences between community and
hospitalised patient groups were found only for Klebsiella pneumoniae; however, the
pathogens spectra in both groups were not distinctively different. In terms of resistance
assessment in the two most common bacterial strains, a higher frequency of incidence
of Klebsiella pneumoniae strains resistant to third generation cephalosporins and
ciprofloxacin is alarming, also in comparison to EARS-Net data (mean value for

internal medicine departments in the Czech Republic).
Keywords
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UVvOoD

Sepse patii k velice zdvaznym stavim, pro jejichz 1écbu je dilezitd v€asna a spravna
diagnostika jejich piivodce. Kultivace hemokultur a nasledné diagnostika ptivodcii sepse
v pozitivnich vzorcich jsou pak vyznamnou soucasti kazdodenni rutiny vétSiny
mikrobiologickych laboratofi nemocniénich zatizeni v Cesku. Pomineme-li pouziti
nejmodernéjSich molekularné diagnostickych metod k urceni piivodct sepsi (metody
zalozené na PCR — pi.SeptiFast), ziistava hemokultivace nezbytnym diagnostickym
prostiedkem. Pfi zpracovani hemokultur je dulezité zachovani piesného pracovniho
postupu pii provadéni jednotlivych fazi laboratorniho vySetfeni. Kazd4 z fazi méa sva
uskali a jakékoliv pochybeni se muze ve vysledku vySetfeni projevit, a snizit tak jeho
vypovidaci hodnotu ¢i ho zcela znehodnotit, coz mlze byt fatalni pro pacienta.
Existence standardnich operac¢nich postupt riziko chyby snizuje, vzdy ale hraje roli
lidsky faktor.

Kromé v€asné a spravné diagnostiky ptivodce sepse za pomoci kultivace je dilezitd také
znalost nejCastéjSich bakterialnich ptvodcti sepsi a jejich rezistence k antibiotikim
vV ramci daného nemocni¢nim zafizeni a samoziejm¢ dalSich informaci (pf. primarni
infekce, vysledky dalSich vySetfeni). To umoziuje 1ékafim zahajit co nejvhodnéjsi
antibiotickou 1écbu jesté pfed koneCnym vysledkem hemokultivace. Gramnegativni
bakterie — hlavné enterobakterie a gramnegativni nefermentujici tyCinky pfitom tvoii
vyznamnou ¢ast ptivodct sepse (Kolaf, 2016). Jejich rezistence na antibiotika je mimo
jin¢ také analyzovdna a vyhodnocovana uz od roku 1999 vradmci projektu The
European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (dale jen EARS-net), nebot’

mozné rezistence bakterii pfedstavuji hrozbu od lokélni az po mezinarodni Groven.

Dulezitost vySe uveden¢ho byla zohlednéna v této praci. Ta se zabyva vySetfovanim
hemokultur z internich oddéleni Nemocnice Tébor, a.s. (se zaméfenim na gramnegativni
tyCinky), tedy konkrétnim pracovistém, v Casovém horizontu jednoho roku. Jaka je
skladba patogeni nalezenych v pozitivnich vzorcich, jakd je jejich rezistence k

antibiotikiim a do jaké miry je moZné porovnavat ziskana data s daty na narodni Grovni,

vvvvv



TEORETICKA CAST

1. Zakladni definice a pojmy

Terminologii vztahujici se k situaci, kdy mikroorganismus pronika do krevniho fecisté a
pisobi v organismu, popsal Cermak (2008). Jeho schéma (viz obrazek 1) vyjadiuje

vzajemny vztah zakladnich pojmu: bakteriemie, infekce krevniho feciste, sepse.

zdravi patologicky stav

bakteriemie Infekce krewniho sepse

fetiste

Obrazek 1: Schéma znazoriujici vztah pojmi bakteriemie, infekce krevniho fecisté a

sepse
Zdroj: Cermék, 2008

Zaroven poznamendva, ze sepse je zahrnuta do podskupiny syndromu systémové
zanétlivé odpovédi (= SIRS - systemic inflammatory response syndrome) — viz obrazek
nize. Vysvétleni vySe uvedenych a dalSich zakladnich pojmi bude obsahem

nasledujicich podkapitol.

sepse pankrearifida
franma
infekre Nk sepse SIRS
popdlening
Jiné

Obrazek 2: Infekce, SIRS a sepse, vzajemny vztah a pri¢iny

Zdroj: Cermak, 2008
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1.1 Bakteriemie

Proniknuti mikroorganismi do krevniho fecisté bez projevu klinickych ptiznakl se
nazyva bakteriemie. Typologie bakteriemii je vytvoifena na zaklad¢ délky setrvani
bakterii v krevnim ob&hu. Jako pfechodna se oznacuje ta bakteriemie, kdy se bakterie v
krvi vyskytuji pouze na kratkou dobu, v fadu n€kolika minut. Mtze k ni dojit napt. pfi
1ékaiskych zakrocich v oblastech osidlenych bé&znou flérou. Obranné mechanismy
napadeného organismu (fagocyt6za) pomahaji pak odstranit bakterie. Intermitentni
bakteriemie znamend piitomnost bakterii v krvi v intervalech, napt. u lokalizovanych
organovych infekci. Je-li obrana hostitelského organismu piekondna, hovofime o

kontinualni (stalé) bakteriemii (Cermak, 2008; Scharfen, 2014; Schindler, 2014).

Typy bakteriemii vSak mohou byt také hodnoceny z hlediska mnozstvi bakterii v daném
objemu krve. Cermak (2008) hovoii o nizké, stfedni a vysoké bakteriemii, kdy prvni z
uvedenych odpovida rozmezi 10-20 bakterii v 1 ml krve, druhé asi 50 bakterii v 1 ml
krve a tfeti 80 a vice bakterii v 1 ml krve (typickd pro malé déti). Uvadi také, ze z

bakteriemie se muize, ale i nemusi rozvinout infekce krevniho feciste.
1.2  Infekce krevniho recisté

Pokud se mikroorganismy dostanou do krevniho fecisté¢ a navic pacient jevi znamky
celkové infekce, mize byt tento stav oznacen jako infekce krevniho fecisté¢ - dale jen
IKR (Cermak, 2008). Samotny pojem infekce lze pak vysvétlit jako interakci mezi
mikro a makroorganismem a je mozné ji chapat ve dvou vyznamech - bud jako
proniknuti ptivodce do hostitelského organismu nebo jako plisobeni tohoto ptivodce na

hostitelsky organismus v prubéhu trvani jejich interakce (Benes, 2009).

Calandra a Cohen (2005) rozdéluji IKR zptisobené bakterialnimi paivodci na primarni,
sekundarni, infekéni endokarditidy a katétrové IKR. K potvrzeni priméarni &i sekundarni
IKR je podminkou pozitivni hemokultivace. V prvnim piipadé (u primarnich IKR) neni
znam puvod infekce, tj. doslo k vylou€eni kontaminace a spojitosti s jinym infek¢nim
procesem, a v piipadé druhém (u sekundarnich IKR) je potvrzeny ptivodce infekce
puvodcem infekce v jiném misté, zaroven je vSak vyloucena kontaminace jako u

primérnich IKR (Calandra a Cohen, 2005; Cermak, 2009).
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1.3 SIRS

Syndrom systémové zanétlivé odpovédi (SIRS = systemic inflammatory response
syndrome) miize byt vyvolan infekci a stejné tak miize mit i neinfekéni pfic¢inu (pft.
poskozeni télnich tkani pfi té¢Zkém urazu). Jednd se tedy o fyziologické reakce na

patologické agens, a pokud je vyvolan infekci, jde o sepsi (Klaban, 2005; Benes, 2009).

Kritéria pro diagnostiku SIRS byla diskutovana v rdmci konsenzuélnich konferenci, kde

se jednalo hlavné€ o definovani pojmu sepse (viz néasledujici kapitola).
1.4 Sepse

Definice sepse se v Case neustdle vyviji a je upravovana tak, aby byla co moZna
nejvystiznéjSi a nejpiesnéjSi. Za poslednich tficet let byla spravnost definice

diskutovana hned tfikrat.
141 Sepsel

Na konferenci v roce 1991 v Chicagu, kde dvé vyznamné spolecnosti Society of Critical
Care Medicine (dale jen SCCM) a American College of Chest Physicians pfijaly
definici sepse R.C.Bona. Ten sepsi popisuje jako syndrom systémové zanétlivé
odpovédi (SIRS = Systemic inflammatory response syndrome) pfi infekci. Sepse je tedy
podkategorie SIRS. Tato definice je nazyvana Sepsis-1 (Balk a Bone, 1989; Holub,
2018).

O SIRS se hovotilo, pokud byla splnéna minimaln¢ dve kritéria z nasledujicich: teplota
vyssi nez 38 °C nebo nizsi nez 34 °C, srdecni frekvence vyssi nez 90/min, dechova
frekvence vyS$$i nez 20/min nebo parcidlni tlak oxidu uhli¢ité¢ho vétsi nez 32 mm Hg (1
mm Hg = 0,1333 kPa), leukocyty vyssi nez 12 000/pl nebo mensi nez 4 000/ul (Zadak a
Havel, 2007; Cermak, 2008; Benes, 2009).

Na konferenci v Chicagu v roce 1992 byla kromé definice SIRS a sepse také feSena
klasifikace sepsi, kdy byla rozliSena tfi stadia: sepse, t€Zka sepse a septicky Sok. Sepsi
byla tedy mysSlena SIRS pii infekci, tézkou sepsi sepse s organovou dysfunkci,
hypoperfuzi (= snizené prokrveni tkan€) nebo hypotenzi a septickym Sokem piipad

tézké sepse s hypotenzi bez reakce na tekutinovou resuscitaci (Levy et al., 2003).
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1.4.2 Sepse 2

K dalsim zménam tykajicich se tématu sepse doSlo az v roce 2001 v ramci dalsi
konsenzualni konference. Podstata definice sepse (= systémova zanétliva odpovéd’ na
infekci) zlstala nezménéna, avsak doslo k rozsifeni diagnostickych kritérii (viz obrazek
3 str. 14), nebot’ pavodni kritéria byla sice uznana za platna, avSak byla také
zdiraziiovana jejich nizka specificnost. Proto byla snaha kritéria sepse upfesnit a
rozsitit, coz vSak paradoxné¢ vedlo k dal$imu prohloubeni jejich nizké specifity.
Definice sepse po této konferenci byla oznacovana jako Sepsis-2 (Levy et al., 2003;
Matéjovic, 2017, Holub, 2018).

Byl také vytvoren koncept ,,PIRO*, coz je schéma, jehoz vychodiskem jsou ¢tyfi hlavni
charakteristiky sepse: predispozice k sepsi (= P - predisposing conditions), vyvolavajici
infekce, inzult (= | - insult), hostitelska odpovéd” na infekci (= R - response) a stav
organd (= O — organ dysfunction) — jejich pfipadna dysfunkce ¢i selhavani. Podle téchto
charakteristik 1ze rozd€lovat pacienty, jedna se tedy o jakési kvalifika¢ni schéma (Levy
et al., 2003; Holub, 2018).

1.4.3 Sepse3

Zatim poslednim meznikem pro definici sepse byl rok 2016, kdy Evropskou spolecnosti
intenzivni mediciny ESICM (European Society of Intensive Care Medicine) a SCCM
byla vydana nova definice sepse tzv. Sepsis-3. Jejimu vzniku piedchédzel vznik pracovni
skupiny v roce 2014, kde byli zastoupeni rizni odbornici, kteti se zabyvali tématem
sepse ( infektologové, chirurgové, intenzivisté a dalsi). Hlavnim tkolem této pracovni
skupiny bylo nahradit pifedchozi definici sepse a septického Soku, nebot’ v prabéhu
piedchozich let doslo k lepSimu porozumeéni jejich patofyziologie. Bylo také nutné
odlisit sepsi od nekomplikované infekce. Zaroven bylo jednohlasné vytceno, Ze pouziti
kritérii SIRS pro identifikaci sepse neni vypovidajici, nebot’ tato kritéria jsou pfitomna u
mnoha hospitalizovanych i u téch, u kterych se nikdy nerozvinula infekce. Pozornost
byla zaméfena na piiznaky organové dysfunkce. Ta je kvantifikovana skérovacim
syst¢tmem SOFA (Sequential Organ Failure Organ Assessment) — viz obrazek 3 na
str. 14. Zvysené skore SOFA je totiz spjato s vyssi pravdépodobnosti imrti septického
pacienta (Singer, 2016; Holub, 2018).
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Sepsis-3, tedy nejnovéjsi definice sepse, je popsana jako ,.Zivot ohrozujici organova
dysfunkce vznikajici na zdkladé neprimérené odpoveédi hostitele na infekci* (Singer,
2016, s. 804). Definice sepse z hlediska klinickych kritérii je stanovena jako zvySeni
skore SOFA o vice nez dva body za pritomnosti infekce. Na druhou stranu je nutno fici,
ze tento skorovaci systém je vyuZzivan v intenzivni péci, avSak u nerizikovych pacientd
na béZnych oddé€lenich se parametry SOFA systému nestanovuji. Proto pro rutinni
klinickou praxi se jako vhodny jevi novy skorovaci systém qSOFA (quick SOFA) pro
zachyceni rizikovych septickych pacientd, u nichz je predpoklad, ze budou pottebovat
intenzivni péci. Rizikovy je tedy pacient, ktery ma 2 ptiznaky ze tfi nasledujicich:
védomi (zmény), dechova frekvence (> 22/min) a krevni tlak (< 100 mm Hg). Srovnani

definic sepse je doloZeno na nasledujicim obrazku (Singer, 2016, Matéjovic, 2017).

Prvni definice Druha definice Treti definice
sepse (1991) sepse (2001) sepse (2016)
| Potvrzend/ptedpoklddana infekce I Potwrzend/piedpokladans infekce I Potvrzend/piedpokladans infekce
I Kritéria SIRS (dvé nebo vice): I Jedno ¢i vice 2 ndsledujicich kritérii: | Skore SOFA (2 body a vice):

I Télesnd teplota > 38°C
nebo < 346°C

| Celové phiznaky I Resprace/axygenace (Pa0/FO,)

Srdedni frekvence > 90/min
Dechova frekvence > 20/min nebo
PaC0,< 22 mm Hg (4,3 kPa)
Leukocytoza > 12 000/l nebe
leukopense < & 000/l

Horetka > 38,3°C I

Hypotermp < 36°C

Seaedni frekvence > 90/ men
Tachypnoe

vegomi

Videelné otaky, poztivii bilance

Hyperghytamie bez DM

Ao

Clasgow Coma Scale

I Hypotenze (MAP < &5 mm Hg) &
potfeba vazopresoru

I Jaterni funkce (béirubin)

I Koaguiopatie (trom
I  Renaini funkee (kone
séroveho kreatninu, obgo-/anune)

| Zndmiy zanétu I Screening die qSOFA
Leukoaytoza > 12 000/ul I Alterace stavu védom
Leukopene < & 000/l I STK <100 mmHg
Dechova frekvence > 22/min

> 10 % nezrakich forem |
{ RP
prokalcioninu

v
v

| Hemodynamita
Actensini hypotenze
Sv0,;>70 %
Sededni iIndex > 3.5 Vmin/nr
| Organowe oysfunkce
Artenaini hypaxemie
¢ vzl oligune

g koncentrace kreatining
0 4.2 yrmol/

Koaquiopate

Trombocytopene

eus

Hyperbirubname

I Porucha thinove perfuze

Snterw; kapdami refll nobo
mramoraz

CRP — C-reaktivni protein; DM — diabetes mellitus; FiO2 — inspiracni koncentrace kysliku, MAP —
stredni arterialni tlak; PaCO2 — parcialni tlak oxidu uhlicitého v arterialni krvi; PaO2 — parcialni tlak
kysliku v arterialni krvi; SIRS — kritéria systémové zanétlivé odpovedi (systemic inflammatory response
syndrome); SVO2 — saturace smiSené zilni krve; STK — systolicky krevni tlak

Obrazek 3: Srovnani ptivodnich definic a nové definice sepse
Zdroj: Matéjovic, 2017
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2. Sepse v ramci Ceska

Sepse je velice zavazny stav, ktery se fesi na narodni 1 mezinarodni urovni. O tom, Ze se
jedna o stav, ktery si zaslouzi pozornost, miizeme usuzovat v ramci Ceska z poétu
hlaSenych ptipadi sepse uvedené ve statistice Statniho zdravotniho ustavu (déle jen
SZU) s nazvem EPIDAT = epidemiologicka databaze (do roku 2017 véetng, nové od
1.1.2018 v Informa¢nim systému infekénich nemoci — ISIN). Mezi lety 2008 az 2017 se
podet piipadi s diagnézou A40 (= jina septikémie) v ramci Ceska zvysil vice nez
dvakrat z hodnoty 6,4 na hodnotu 15,4 ptipadd na 100 000 obyvatel (viz nasledujici

obrazek).
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Obrazek 4: Pocet hlaSenych piipadii s diagnézou jinad septikémie (A40) na 100 tis.
obyvatel, Cesko, roky 2008 — 2017

Zdroj: Vybrané infekéni nemoci v CR v letech 2008-2017 — absolutné, 2018; vlastni

zpracovani

Data o mortalité, tedy poctu zemfelych na vybranou pfic¢inu smrti pfepocteny na 100
000 obyvatel, zpracovava i Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR (UZIS).
Podle této statistiky vzrostla mortalita infek¢nich a parazitdrnich onemocnéni mezi lety
2008 -2017 v Cesku z 8,9 na 19,9 osob na 100 000 obyvatel. Pokud by se pohliZelo

pfimo na kategorii pficin smrti jina sepse, tak u té byl také pozorovan narist mortality, a
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to z hodnoty 6,4 osob na 100 000 obyvatel v roce 2008 na hodnotu 14,2 v roce 2017.

Vyse zminéné shrnuje obrazek 5.
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Obrizek 5: Mortalita — infekéni a parazitirni onemocnéni a jina sepse, Cesko, roky

2008 — 2017

Zdroj: Zemfeli podle seznamu pii¢in smrti, pohlavi a véku v CR, krajich a okresech,

2018; vlastni zpracovani

Z dat Ceského statistického ufadu o zemielych dle p¥i¢in smrti v Cesku lze také zjistit,
ze se mezi hlavnimi skupinami pficin amrti posunuly infekéni nemoci z 9. mista v roce
2008 na 6. misto v roce 2017 v ramci relativnich ukazatelii (rok 2008 0,9 % z celkového

poctu zemfielych, rok 2017 1,7 %).
2.1  Pavodci sepse

V Cesku bylo provedeno nékolik studii, které se zaméfovaly na piivodce sepsi (napf-.
Vanis et al., 2000; Kolaf et al., 2002; Kolaf et al., 2003; Kolaf a Strbova 2015). I kdyz
se lisily ¢asovym a uzemnim rozsahem, poctem vzorkli ¢i zaméfenim na urcita
oddéleni, Ize vysledovat, Ze nejcastéji zastoupené kmeny se opakovaly napfi¢ studiemi.
Cermak (2008) také upozoriiuje, Ze vyskyt bakteridlnich patogenti je ovliviiovan

sloZzenim pacientl a odliSnostmi v jejich zdkladnich onemocnénich.
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Vanis et al. (2000) se zabyvali gramnegativnimi bakteriemi, které¢ byly izolovany na
jednotkach intenzivni pé¢e (JIP) ve velkych nemocnicich v Cesku. Nejdastdji se
V hemokulturach vyskytovaly tii druhy gramnegativnich bakterii, které tvotily 60 % ze
vSech zachycenych patogent. Jednalo se o Klebsiella pneumoniae (24 %),
Pseudomonas aeruginosu (21 %) a Escherichia coli (15 %). Ostatni druhy byly
zastoupeny méné nez 10-ti %. K podobnému zjisténi dosel i Kolaf et al. (2002), jehoz
studie byla také zaméfena na gramnegativni bakteric a byla provedena na 12-ti
pracovistich Ceska (stejné zastoupeni malych a velkych nemocnic v ramci celého tzemi
Ceska) v pribéhu péti mésict roku 2001. Na prednich mistech viech sledovanych
pracoviSt’ byly tfi vySe zminéné kmeny, jejichz celkovy podil tvofil 66 % ze vSech
gramnegativnich bakterii. Zastoupeni ostatnich bakterialnich druhti se pohybovalo pod
7 %. Kolat a Strbova (2015) v rAmci studie zaméfené na vyvoj rezistence invazivnich
bakterii v souvislosti se spotfebou antibiotik zjistili, Ze ve vzorcich ve sledovaném
obdobi 8 let (2007-2014) byly nejvice zastoupeny (vice jak 35 % ze vSech bakterialnich
druhil) koaguldza negativni stafylokoky (dale jen KNS) a dale ptekroc€ily hranici 5 %
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus species, Pseudomonas
aeruginosa a Staphylococcus aureus (také viz obrazek 6).

Klehsiella oxytoco
Proteus mirabilis
Enterabacter sp.
Streptococcus sp
Stophylococcus aureus
Pseudomaonds aeruginasa
Enterococcus sp.
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

ostatni

koogulazo negativni stafylokoky
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Obrazek 6: Procentualni zastoupeni bakterialnich druhti v hemokulturach

Zdroj: Kolat a Strbova, 2015
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Jedna ze studii se také tykala grampozitivnich bakterii (Kolaf et al., 2003). Probihala
v 15-ti zdravotnickych zafizenich v Cesku v obdobi &tyf mésict roku 2003, tak aby
vybér reprezentoval ¢eskou populaci. Z celkového poctu 100 ptipadi, kde byly jako
pavodci IKR uréeny grampozitivni bakterie, byl ve 39 % piipadi uréen Staphylococcus
aureus, ve 34 % ptipadi koagulaza-negativni stafylokoky a na tfeti a ctvrté pozici byli
Streptococcus pneumoniae (11 %) a Enterococcus species (9 %). Pfic¢emz nejvyssi podil
pozitivnich hemokultur bez klinické souvislosti se stavem pacienta byl vyhodnocen u

koagulaza negativnich stafylokokt (Kolaf et al., 2003; Cermak, 2008).
2.2 Nejcastejsi gramnegativni pitvodci sepse

Kolar (2016) ve vyctu nejcastejSich ptivodct sepsi na prvnich dvou mistech uvadi
zastupce gramnegativnich tyc€inek. Jako prvni jmenuje enterobakterie (= gramnegativni
fakultativné anaerobni tyCinky - ¢eled” Enterobacteriaceae), hlavné kmeny Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae a Enterobacter sp. Jako dalsi v fadé zminuje nefermentujici
gramnegativni tyCinky (pf. Pseudomonas aeruginosa). Nasledujici text poskytne
zakladni ptehled o téchto bakteriich.

2.2.1 Enterobacteriaceae

Celed’ Enterobacteriaceae je klinicky dilezitd a pocetna eled’ (cca 150 druhtt). Tvoii ji
gramnegativni fakultativné anaerobni tyCinky (dlouhé 2-3 pum a Siroké 0,5-0,8 pm),
vétSinou pohyblivé - pomoci bi¢iki (vyjimkou je napt. rod Klebsiella). Jsou bézné
pritomné ve stfevech obratlovcli (komensalismus), ale mohou zde byt za urcitych
podminek i patogenem (pf. sniZzena imunita hostitelského organismu). Mnohé z nich se
Vv pfipad¢, Ze se dostanou mimo stfevo, mohou také stat patogenem. Rostou na
zakladnich kultivacnich pudach pii teplotach 18 — 42°C, u Iékaisky dulezitych rodi je
optimalni teplotou 37°C. Lze je ale péstovat i na specidlnich padach — pi. Enduv agar,
na kterém nerostou grampozitivni bakterie a ty gramnegativni déli na laktoéza pozitivni
(zména zbarveni agaru na tmavordzovou, pi. rody Escherichia, Klebsiella) a laktoza
negativni (pf. shigely). K jejich biochemickym vlastnostem patii to, ze jsou vétSinou
katalasa pozitivni a oxidasa negativni. Pfevazuje u nich fermentativni typ metabolismu

(Bednar, 1996; Votava, 2003; Kopecka a Rotkova, 2017).

Ditlezité je také poznamenat, Ze s enterobakteriemi je spojena tvorba Sirokospektrych

betalaktamaz (ESBL = extended-spectrum beta lactamase). Jedna se o enzymy, které
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mohou pusobit rezistenci k antibiotikiim tim, ze $t€pi betalaktamovy kruh antibiotika,

¢imz dojde k jeho deaktivaci. To se stava velkym problémem (Votava, 2003).
Rod Escherichia

Escherichia coli je nejznaméjs§im zastupcem enterobakterii a také dulezitym
modelovym organismem. Je pfirozenou soucdsti sttevni mikroflory zdravého Elovéka,
mimo jiné se napft. podili i na tvorb¢ vitaminu K. Patogenni se stava hlavn¢, pokud se
dostane mimo stfevo (pfedevS§im v urogenitdlnim systému). Ve stievé se stava
patogenni, pokud ma specifické faktory virulence (pf. vytvafeni toxint). Je
kultivovatelna na béznych ptidach, na Endové agaru pak tvoti laktézapozitivni kolonie
purpurové barvy s kovovym leskem. Patifi mezi mdalo enterobakterii, které nejsou
primarn¢ rezistentni k ampicilinu. Naopak primarni rezistenci vykazuje napf.

K pfirozenym penicilinim ¢i makrolidam (Votava, 2003; Benes, 2018).
Rod Klebsiella

Klebsiella pneumoniae je nejznaméj$im a nejbéznéjSim druhem Kklebsiel. Je 1épe
adaptovana na pobyt mimo stfevo. Patfi také mezi vyznamné piivodce uroinfekci. V
ramci nemocni¢niho prostfedi pak Casto pronika z vnéjsiho prostfedi do rtiznych télnich
dutin. Pomérné ¢asto je pak piivodcem i v pfipade sepsi ¢i u infekei dychacich cest. Na
krevnim agaru miize tvofit ¢asto mukozni, bile pigmentované kolonie, coz ji miize
odlisit od escherichii. Oproti Escherichia coli je primarné (pfirozen¢) rezistentni k
ampicilinu (Votava, 2003; Benes, 2018).

2.2.2 Gramnegativni nefermentujici bakterie

Jednd se o nesourodou skupinu gramnegativnich tycinek, jejichz jedinou spole¢nou
vlastnosti je neschopnost fermentace glukozy. Z tohoto divodu je i1 hodnoceni
spolecnych morfologickych i biochemickych znakt obtizné. NejCasteji vSak maji tvar
relativné Stihlych, rovnych ¢i mirn€ zahnutych ty€inek. Rostou dobie na béznych
pudach, maji rady dostate¢nou vlhkost prostiedi. Infek¢éni proces vyvolavaji hlavné u
osob se snizenou imunitou. Rada t&chto bakterii patfi k ptivodcim nozokomialnich
(nemocni¢nich) nakaz (pf. pseudomonady), jez vykazuji rezistenci k mnoha
antibiotikiim. Pfenase¢i mohou byt zdravé osoby, které byly v silné kontaminovaném

prostfedi pseudomonadami kolonizovany (Votava, 2003).
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Rod Pseudomonas

oA

této bakterie se udavaji rizné vody (i ty odpadni), stievo obratlovcu ¢i rostliny a ptda.
V nemocni¢nim prostiedi pak mize kontaminovat napt. katétry, flexily apod. a mlze
zpusobit infekci jakéhokoliv orgdnu ¢i télnitho systému. Jeji kolonie maji
charakteristické vlastnosti — beta-hemolyza, kovovy lesk, pigmentace a specificky
zapach/viini po jasminu (u mladych kolonii). Je katalasa i oxidasa pozitivni. Struktury
vazané na bakteridlni buiiku, stejné tak jako rizné exolatky (pf. cytotoxin) urcuji pak
patogenitu bakterie. Terapie u infekci zpisobenych pseudomonadami nebyva snadna.
Jedna se o bakterii, kterd je vysoce schopna ziskat od jinych kmenli geny pro

mnohocetnou rezistenci (Votava, 2003).
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3. Antibiotika

Latky ucinné proti bakteriim, antibakteridlni latky, patfi mezi antiefektiva (= 1éky
ucinné proti patogennim mikroorganismiim). Je pro n¢ vSeobecné vzity ndzev
antibiotika, ktery bude také uzivan v dalSim textu. Mezi dal$i antiefektiva patii jesté
antimykotika — proti houbam, antivirotika — proti viriim, antiprotozoika — proti prvokiim
a antihelmintika — proti Cerviim. Antibiotika jsou vyuzivany pro 1éEbu infekénich
onemocnéni ¢i kjejich predchdzenim (profylaxe). Mohou byt pfirodniho
(mikrobidlniho) ptivodu nebo vyrabéné chemicky, uméle (ty uz jsou také nazyvany
antibiotiky, ackoliv dfive se pro né pouzival termin chemoterapeutika). Dilezitym
piedpokladem k jejich pouziti je selektivni toxicita, coz znamena, ze latka plisobi proti
mikrobum, ale zaroven neposkozuje hostitelsky organismus. Chemoterapeuticky index
pak udava pomér mezi davkou toxickou pro hostitele a davkou, kterd je U€inna pro
mikroba. U latek s niZ$i toxicitou pro hostitelsky organismus je tento index vysSsi a
mohu se tedy pouzit i systémove a nejen lokalné (Bednat, 1996; Votava, 2005, Benes,

2018).

Kromé déleni antibiotik na umélé a piirodni existuji jesté dalsi hlediska, dle kterych je
mozné je rozdelit. Jednim z téchto kritérii mize byt napt. u€inek antibiotik. Dle n¢ho
rozliSujeme latky baktericidni a bakteriostatické. Prvni zminé€né piimo usmrcuji
mikrobialni buiiku, jejich plsobeni je rychlej§i a nevratné, zatimco bakteriostatické
latky zastavuji rGst a mnozeni mikrobi (reverzibiln€) a jejich klinicky efekt se tedy
projevi pozdéji. Oboje mohou zasahovat buiiku nékolika rliznymi zpusoby. Mezi
mechanismy jejich u€inku tedy patii: inhibice syntézy bunécné stény, inhibice syntézy
nukleovych kyselin, poskozeni bunééné membrany, inhibice proteosyntézy a skupina
antimetabolitd, které se uplatiuji v metabolismu pro mikroorganismus dulezitych latek
napft. kyseliny listové. DalSimi kritérii d€leni antibiotik mohou byt napt. rozsah uc¢inku —
antibiotika Siroko- a uzkospektra nebo déleni dle chemické struktury, kterd odpovida za
spole¢né vlastnosti antibiotik — pf. mechanismus pasobeni a rezistence (Bednar, 1996;

Votava, 2005, Benes, 2018).

Blizsi informace k antibiotikiim V ramci této prace je soucasti kap. 3.2 Monitorovani

antibiotické rezistence — EARS-Net.
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3.1 Rezistence k antibiotikiim

Pojmem rezistence Kk antibiotikim se rozumi schopnost mikroorganismi odolavat
pusobeni téchto latek, coz vede k selhani 1é¢by. Netcinnost antibiotik pii 1é¢bé
infek¢énich onemocnéni se stava stale vétsim problémem soucasné mediciny. Rezistence
stoupd, a to hlavné tam, kde se antibiotika hojné& pouZzivaji, tedy v nemocnicich. Proto je
dalezity neustaly dohled a monitoring situace tykajici se této problematiky a to na
lokalni (nemocni¢ni hygiena), narodni (SZU) i mezinarodni trovni (ECDC), kde se

jedné o projekt EARS-Net (Votava, 2005; Benes, 2009; Benes, 2018).
3.1.1 Primdrni a sekundarni rezistence k antibiotikiim

Rezistenci mikrobu k antibiotikim d€lime na primarni a sekundarni. Primarni
(ptirozend) rezistence se odviji od druhu mikroorganismu a jeho vlastnosti - stavby
nebo metabolismu (pf. rezistence klebsiel na ampicilin). Pfirozenou rezistenci je
mysleno to, ze bakterie daného druhu ¢i druhdl jsou vzdy rezistentni k danému
antibiotiku. Vlastnosti pfirozené rezistence lze vyuzit napf. pii ptipravé selektivnich
pud, do kterych pfidime antimikrobidlni latku, kterd potlaci rist bakterii, jeZ nechceme
kultivovat (pf. cokoladovy agar s bacitracinem je selektivni piida pro izolaci hemofila,
ktera potlac¢i riist ostatni flory pritomné ve vzorku). Kdyz vSak mikrob za¢ne byt odolny
vaci antibiotiku, ktery ho pilivodné zabijel, hovofime o sekundarni c¢ili ziskané
rezistenci. Jedna se o dlsledek genetickych mutaci a pfenosii - pfenos genl pro

rezistenci pomoci plazmidu ¢i transpozont (Votava, 2005; Benes, 2018).

wrwe

celkem sedm (viz tabulka 1), z nichz ¢tyfi cili proti molekulam antibiotika a tfi souvisi

s cilovym strukturami ptisobeni antibiotik (Benes, 2018).

Tabulka 1: Mechanismy vzniku rezistence na antibiotika

MECHANISMY VZNIKU REZISTENCE NA ANTIBIOTIKA

Enzymaticka inaktivace antibiotika

Zabrana pfistupu antibiotika k cilovému mistu
Aktivni transport antibiotika z bakterialni buiiky
Zabrana aktivace antibiotika

Modifikace cilového mista

Néhrada zablokované metabolické drahy
Vytvoreni cilovych mist v nadbytku

Zdroj: Benes, 2018

~No o hhwdNhE
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3.1.2 Nozokomidlni nakazy

Spojmem rezistence souvisi 1 téma nozokomidlnich ndkaz, nebot vétsina
multirezistentnich kmenl pochazi pravé z nemocni¢niho prostiedi. Vysoka spotfeba
Sirokospektrych antibiotik stejné tak jako nedodrzovani hygienickych zasad a pravidel

prispiva k sifeni téchto kment (Mad’ar et al., 2006).

Nozokomidlni nakazy je tedy nazev, ktery je pouzivan pro infekce spojené se zdravotni
péci. Konkrétné se jedna o infekci, ktera propukla v souvislosti se zdravotnickou

aktivitou ¢i pobytem ve zdravotnickém zafizeni (Zadak a Havel, 2007).

Predpokladem pro to, aby infekce byla povazovana za nozokomialni, je to, Ze pacient si
nepfinesl infekei z komunity (,,z venku*), tedy Ze pfi ptijmu do zdravotnického zatizeni
nebyl vinkubaéni dob&é dané infekce. V opacném piipadé jde o infekci, nakazu
komunitni. Casto se také vyskytuji piipady, kdy byl pacient pieloZzen z jednoho
zdravotnického zafizeni do jiného a infekce se u né& projevila az v druhém
zdravotnickém zafizeni. I tak jde o nozokomidlni nédkazu, ale z prvniho zdravotnického
zafizeni. Nozokomidlni nakaza se také muize projevit az po néjakém Case po propusténi

pacienta domil, a to 1 v fadech mésicti (Mad’ar et al., 2006).

Pivod nozokomialnich ndkaz miiZze byt endogenni nebo exogenni. Pokud ndkaza
vznikne z mikroorganismu, ktery je bézné piitomny uvniti téla, jedna se o endogenni
nakazu. K takové nakaze vétSinou dojde, kdyz je organismus oslabeny. Pavodcem se
pak muze stat oportunni mikroorganismus. U exogenni nakazy je plivodcem
mikroorganismus z vnéjsiho prostfedi, kdy nebyla dodrZzena vsSechna hygienicko-

epidemiologicka pravidla a doSlo k nakaze pacienta (Mad’ar et al., 2006).

V soucasné dobé jsou velkym problémem infekce zpisobené multirezistentnimi
organismy vcéetn¢ producent Sirokospektrych betalaktamaz (= ESBL = extended-
spectrum [-laktamases), které vykazuji rezistenci k jedné nebo vice skupinam
antibiotik. U hospitalizovanych pacientl je vice rizikovych faktor ke vzniku a pienosu
nez u pacientl zkomunity, invazivni zdkroky, Ccastéj$i pouzivani antibiotik,
nedostate¢na uroven bariérovych opatieni atd.). Moznosti 1é€by infekci zplisobenych
témito organismy byvaji velice obtizné, a proto je nutné¢ dbat na veSkera preventivni

opatteni a epidemiologické zasady (Sas, 2010).
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3.2  Monitorovani antibiotické rezistence — EARS-Net

EARS-Net znamend European Antimicrobial Resistance Surveillance Network. Jedna
se o dlouhodoby projekt na evropské urovni, ktery si klade za cil shromazdovat a
analyzovat udaje o rezistenci mikroorganismu k antibiotikim, aby bylo mozné rychle
reagovat na piipadnou nové objevenou antibiotickou rezistenci v ramci Evropy. Vznikl
na podnét Evropské komise vroce 1998 pod ndzvem EARSS (=The European
Atimikrobial Resistance Surveillance System) a pfejmenovan na EARS-Net byl v roce
2010, kdy byla zarovenn zménéna jeho koordinace z holandského Narodniho institutu
vefejného zdravi a Zivotniho prostfedi (National Institute of Public Health and
Environment) na koordinaci mezinarodni zastoupenou Evropskym centrem pro prevenci
a kontrolu infek¢nich onemocnéni (ECDC). V dobé svého zalozeni byly jeho Cleny
viechny staty EU plus Norsko a Irsko. Cesko se k témto aktivitam piidalo v roce 2000,
kdy bylo zapojeno celkem 33 mikrobiologickych pracovist. Koordinaci v Cesku
zajistuje Statni zdravotni ustav konkrétné Narodni referencni laboratof pro antibiotika

(Urbaskova, 2008; European Centre for Disease Prevention and Control, 2018).
3.2.1 Sbhér datv ramci EARS-Net

V ramci projektu EARS-net je vySetfovana antibiotickd rezistence, resp. citlivost u
nejcastéjSich ptivodct invazivnich infekcei vyskytujicich se v komunité i nemocnicich ve
statech EU, Norska a Irska. Na zaéatku byla v Cesku sledovana data pro Streptococcus
pneumoniae a Staphylococcus aureus. V soucasné dobé se sbiraji a analyzuji data
celkem osmi patogent. Kromé dvou vySe zminénych jsou to jeSté: Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter sp. Izolaty bakterii pochazeji zkrve, a nékteré pak
z mozkomis$niho moku (gramnegativni tyCinky a Streptococcus pneumoniae). U
zuCastnénych subjektl se navic pifedpokladd, ze budou fadné provadét vnitini kontrolu
kvality a ucastnit se Externich hodnoceni kvality (EHK), ktera se konaji jednou za ¢tvrt
roku a potada je SZU (Urbaskova, 2014; European Centre for Disease Prevention and
Control, 2018).

3.2.2 Metody stanoveni citlivosti k antibiotikiim

Vysledek citlivosti k antibiotikiim se ma za ucasti laboratofe v projektu udavat

kvantitativn€. Toho lze dosdhnout kvantitativnim vyjadfenim minimalni inhibi¢ni
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koncentrace antibiotika (zkratka MIC, udava se v mg/l, = nejnizs§i mozna koncentrace
antibiotika, kterd je jest¢ schopna potlacit rast kmene) v pripadé¢ dilu¢nich metod, E-
testu ¢i uziti systému VITEK® 2. Bézné je ale pouzivana i1 diskovd difizni metoda

stanoveni citlivosti k antibiotikiim, kdy se méfi inhibi¢ni zony (Urbaskova, 2014).
Diskova difizni metoda

Postup pfi pouziti diskové difuzni metody ke stanoveni citlivosti k antibiotikiim zacina
tim, ze se sterilni klickou odebere Cista/¢ kolonie dané kultury narostlé na agaru a
rozmicha/ji se ve fyziologickém roztoku. Je potieba dosahnout zakalu s hodnotou 0,5 na
McFarlandové zakalové stupnici. Vznikla suspenze musi byt pak rozetfena na plotny S
Miiller-Hinton agarem (dale jen MH agarem), poptipadé MH agarem s kofiskou krvi,
jehoz vyska je standardizovana na 4 mm (pfi priméru plotny 90 mm). Nésleduje
narazeni prisluSnych antibiotickych diskli (napusténych antibiotikem v urcité
koncentraci), a pak inkubace podle druhu mikroorganismu (teplota 35 — 37 °C,
zvySena/normalni koncentrace CO2). Za 16-20 hodin se hodnoti priméry inhibi¢nich
z6n vytvofenych kolem antibiotickych diskii. K méfeni praméri téchto inhibi¢nich zoén
je doporucovan hlavné systém tzv. breakpointl EUCAST (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, viz nize). Hodnoty pramért inhibi¢nich zon lze
povazovat za srovnatelné s hodnotami MIC koncentraci, pokud se dodrzi vSechny

podminky této metody (Votava, 2010; EUCAST, 2019).

Jak bylo uvedeno vyse, znamena zkratka EUCAST - The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing. Jedna se o staly vybor organizovany ESCMID
(The European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases = Evropska
spolecnost klinick¢é mikrobiologie a infekénich onemocnéni), ECDC a European
national breakpoint committees (Evropské narodni vybory pro breakpointy), ktery byl
zalozen v roce 1997. Zabyva se mimo jiné i urCenim tzv. breakpointii inhibi¢nich zén
rustu jednotlivych patogent k antibiotikiim, tedy ur¢enim hranic t€chto zén, které pak
mohou byt pouzivany v klinické praxi v ramci jednotlivych mikrobiologickych
pracovist. Uzivani spole¢nych postupii pfispiva ke sladéni a srovnatelnosti dat na
mezinarodni urovni, ¢ehoz je vyuzivano v projektu EARS-Net. V roce 2016 tento
systém vyuzivalo asi 88 % laboratofi zapojenych v EARS-Net. Sledovaly citlivost
patogent (uvedenych v podkapitole 3.2.1) ke stanovenym antibiotikiim (pro lécbu

invazivni infekce) — viz ptiloha 1. Mohla ale byt sledovdna i dal$i antibiotika. Déle
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EUCAST napt. doporucuje i postupy laboratornich praci spojenych se zjistovanim
citlivosti na antibiotika a definuje také breakpointy pro nové agens (Urbaskova, 2014;

Brown et al., 2015; European Centre for Disease Prevention and Control, 2018).
Kvantitativni - dilu¢ni metody

Ke stanoveni MIC, tedy nejniz§i mozné koncentraci antibiotika, ktera je jesté¢ schopna
inhibovat riist mikroorganismu, lze vyuzit diluéni metody. Vyuzivanymi médii pro
provedeni jsou v tomto ptipadé agarové pudy ¢i tekuté pidy - bujony, ktera uz obsahuji
dana antibiotika se stoupajici koncentraci (jednotlivé koncentrace se ziskaji fedénim
((z)fedéni = diluce) ze zékladniho roztoku antibiotika). Po naockovani média s
antibiotikem mikrobidlni suspenzi podle zdkalového standardu se vzorky inkubuji.
Vysledky se ovéfuji systémem kontrol. Vyuzivanymi kvantitativnimi metodami jsou

(mikro)diluéni metoda, agarova dilu¢ni metoda a e-test (Bursova et al., 2014).

V piipadé dilu¢ni metody je citlivost k antibiotikim zjistovana pomoci mikrotitra¢ni
desticky, kde jsou jednotlivé jamky naplnéné bujonem se stoupajici koncentraci
antibiotika. Do jamky se pomoci jehly ockuje bakteridlni suspenze a nasledné se
desticka inkubuje. Poté se hodnoti riist ve srovndni s kontrolni jamkou (vizualné ¢i
zmétenim absorbance v jednotlivych jamkach). MIC je v prvni jamce, kde se nevytvofil

zakal (Bednat, 1996; Votava, 2005; Bursova et al., 2014).

Agarova dilu¢ni metoda spociva ve vyliti agaru spolu s rtiznou koncentraci antibiotika.
Na tyto agary se naockuje kmen a plotny se inkubuji. Poté se odecita riist kmene ve
formé kolonie. MIC antibiotika je na té plotné, kde jiz neni viditelny rtist kmene. Jedna
se o referencni metodu (vysoka standardizovanost provedeni), kterd je vSak velmi

pracna (Bednaft, 1996; Bursova et al., 2014).

Posledni kvantitativni metoda ,,E-test je reagencni prouzek nasyceny antibiotikem,
jehoZz koncentrace postupné stoupa. Jednotlivé koncentrace (kalibrovana stupnice) jsou
vyznaceny na prouzku. Prouzek se polozi na inokulovanou plotnu (inokulace provedena
shodné jako pti diskové difuzni metod¢€). Zjisténd inhibi¢ni zoéna pfipominad tvarem
kapku. MIC zjistime tak, ze pfecteme koncentraci uvedenou na prouzku tam, kde Spicka

inhibi¢ni zony protina prouzek (Votava, 2005).
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Systém VITEK® 2

Moderni automatizované stanoveni MIC je mozné provadét pomoci systému VITEK®
2, coz poskytuje vyraznou c¢asovou usporu pii ziskdvani vysledki. Kromé urceni
citlivosti daného kmene k rliznym antibiotikiim, umoziiuje tento systém také jejich
identifikaci. Zakladem jsou karty s malymi jamkami, které jsou plnény bud
biochemickymi testy (v pfipadé ID karet) ¢i riznymi koncentracemi antibiotik (v
pripadé AST karet = antimicrobial suspectibility testing card). Tyto karty jsou naplnény

suspenzi mikroorganismu a inkubovany, pficemZz pfistroj kazdou hodinu

spektrofotometricky vyhodnocuje zménu barev ptip. tvorbu zakalu v jamkach desticky.

Vysledek je vyjadien jako MIC (Bursova et al., 2014).

Obrazek 7: Vitek 2 Compact
Zdroj: vlastni foto
3.2.3 Vybrané antibiotické pripravky sledované v EARS-Net

Utasti v projektu EARS-Net se mimo jiné zainteresované laboratofe zavazuji, Ze budou
povinné vysetiovat citlivost k antibiotikim volby pro 1é¢bu invazivni infekce. Kromé
nich je doporuceno sledovat jest¢ dalSi antibiotika, ktera maji strategicky vyznam ¢i

slouzi jako indikatorova (Urbaskova, 2014).

Jelikoz se prace zaméiuje na gramnegativni tyCinky, budou v nésledujicim textu
predstaveny antibiotické ptipravky povinné sledované v EARS-Net tykajici se prave
gramnegativnich bakterii. Mezi né patii: ampicilin, cefotaxim, ceftazidim, ciprofloxacin

a gentamicin.
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Ampicilin

Ampicilin patfi mezi beta-laktamova antibiotika, pro jejichz strukturu je typicky tzv.
betalaktamovy kruh, ktery je tvofen ze tii atomt uhliku a jednoho atomu dusiku. Je
soucasti podskupiny beta-laktamovych antibiotik s ndzvem peniciliny, resp. variantou
penicilinli - aminopeniciliny. Aminopeniciliny se od penicilini 1i$i pfipojenim
aminoskupiny do postranniho fetézce benzylpenicilinu, coZz pomohlo rozsifit spektrum
jejich G¢inku hlavné o gramnegativni bakterie (ne ale pseudomonady). Proto se jim také
nékdy fika Sirokospektré peniciliny. Podstata jejich fungovani, stejné jako u jinych beta-
laktamovych antibiotik, spocivd ve vazbé na enzymy (DD-peptiddzy) v bakteridlni
buiice, které pomahaji tvotit zdklad bunécné stény — peptidoglykan (oznacuji se jako
PBP = penicillin-binding-proteins = proteiny vazajici penicilin) a tim dojde k jejich
inaktivaci. Brani syntéze peptidoglykanu a ma tedy baktericidni G€inek. Osvédcil se
napf. pfi 1é€bé infekeéni endokarditidy, pneumonie, novorozeneckych sepsi a dalSich
infekci. Spatné se vstiebava z gastrointestinalniho traktu (déle jen GIT), proto je

vyhodnéjsi ho pouzivat pro parenteralni 1é¢bu (Votava, 2005; Benes, 2018).
Cefotaxim

Cefotaxim patii také do skupiny beta-laktamovych antibiotik, avSak do podskupiny
cefalosporiny, resp. cefalosporiny tieti generace. Jsou to baktericidni antibiotika, kterd
jsou pouzivana pro lécbu téZkych infekci véetné sepsi. Jeho odliSnost spociva v tom, Ze
asi z 30 % podaného cefotaximu se v jatrech stava desacetyl-cefotaxim, jez je také
antibioticky ucinny, a to zejména v soucinnosti se samotnym cefotaximem (G¢innost
hlavné proti enterobakteriim a anaerobiim). Nevstiebava se z GIT, uziva se
parenteralné. Pouziva se napft. v 1é€bé sepsi, septického Soku, meningitid bakteridlniho

ptvodu ¢i infekei ledvin a dalSich (Benes, 2018).
Ceftazidim

Stejn¢ jako cefotaxim patii do skupiny cefalosporini 3. generace, tedy k beta-
laktamovym antibiotikim. Ceftazidim byl vytvofen hlavné pro silné pasobeni na
Pseudomonas aeruginosa a jeho u¢inek na grampozitivni bakterie je slaby (s vyjimkou
betahemolytickych streptokokll). Je to zdloZzni antibiotikum na pseudomonadové

infekce. Bohuzel neni, stejné jako ostatni cefalosporiny 3. generace, odolny vuci
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Sirokospektrym betalaktamazam. Osvédcil se ale napt. v 1é€bé gramnegativnich sepsi,

hnisavych meningitid, infekci ledvin a mocovych cest a dalSich (Benes, 2018).
Ciprofloxacin

Jednd se o nejznaméjsi antibiotikum ze skupiny fluorochinolond, jez se uziva k 1écbé
riznych gramnegativnich infekci. Fluorochinolony byly syntetizovany chemicky,
umgéle. Jejich zékladem jsou dva kondenzované aromatické kruhy. Nevratné se vdzou na
aktivni podjednotku enzymil — topoizomerdz (na dva ze Ctyt druhli — topoizomeraza II,
téz gyraza a topoizomeraza IV), které jsou potifebné pro replikaci, transkripci, opravu a
rekombinaci DNA, a inhibuji tak jejich ¢innost. Ciprofloxacin mé vybornou distribuci
do tkani a je stale nejucinngj$im chinolonem proti Pseudomonas aeruginosa a zaroven

jedinym proti pseudomonade¢, ktery lze uzivat ordln¢ (Votava, 2005; Benes, 2018).
Gentamicin

Gentamicin je soucasti skupiny antibiotik s nazvem aminoglykosidy. Jejich molekuly
obsahuji aminocyklitolovy kruh, k némuz jsou glykosidickou vazbou navazany dalsi
dva aminocukry. Podstatou jejich plisobeni je inhibice proteosyntézy (uz na samém
nichz postupuje syntéza bilkovin. Jejich dal§im uc¢inkem je pak naruseni bunétné stény
bakterii. Jejich ucinek je tedy baktericidni. Piisobi zejména na gramnegativni anaerobn¢
rostouci tyCinky, z grampozitivnich pak napt. na stafylokoky. Gentamicin je indikovan
v 1écbe sepsi nebo u zdvaznych infekci v dobie prokrvenych tkéanich (v pfipadech
endokarditid apod.). Jeho nevyhoda vSak spocivd v tom, ze obsahuje néckolik
zranitelnych mist, kterd mohou bakterie inaktivovat pomoci plsobeni rGznych
exoenzymil, coz vede k tomu, Ze mnoho nozokomidlnich kment je ke gentamicinu jiz

rezistentnich (Votava, 2005; Benes, 2018).
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4. VySetrovani hemokultur

Laboratorni vySetfeni zahrnuje tfi fdze (preanalyticka, analytickd a postanalyticka).
Spravnost provedeni vysetieni z hlediska vSech téchto fazi je feSena na narodni Grovni
Spoleénosti pro lékatskou mikrobiologii CLS JEP (dale jen SLM CLS JEP). Ta vydava
Nérodni standardni vySetfovaci postupy (NSVP), a to i1 pro ptipad hemokultur. Kazda
laboratof ma pak mit vypracovany vlastni laboratorni piirucku a standardni opera¢ni
postupy (,,SOP*), kde je moznost zjistit vSe, co se tyka jednotlivych vySetfeni. Znalost
spravnych postupti a jejich aplikace v praxi by pak méla byt zarukou spravné

provedeného vySetieni.
4.1 P#iprava pacienta a odbér krve

Zasadni vyznam a vliv na vySetieni a vysledek méa odbér materialu. Spatné provedeni
odbéru miuze cely proces znehodnotit (kontaminace vzorku). Samoziejmosti by méla
byt ptiprava pacienta, ¢imz je mysSleno ptedevSim informovani o postupu odbéru a
udéleni jeho souhlasu, pokud to jeho stav dovoluje. Krev by méla byt odebrana pied
podanim antibiotik z periferni Zily po dezinfekci, kterd se necha zaschnout. Kwviili
kontrole sterility mista vpichu se po zaschnuti dezinfekce provadi stér z ktize. Odbér je

téz mozny z zilniho vstupu u predpokladané katétrové infekce (Scharfen, 2013).

Co se tyce spravného nacasovani odbéru, mnohde je uvadéna jako spravna doba odbéru
pii vzestupu teploty ¢i tiesavce, tedy kdyz je pravdépodobné, ze se v krvi nachazi
bakterie (Votava 2010, Scharfen 2013). Cermak (2008) uvadi dva hlavni zptisoby
vyplavovani bakterii zloziska infekce do krevniho obé&hu, a to sice kontinudlni a
intermitentni vyplavovani. U prvniho zminéného je v krvi neustdle pfitomna urcita
hladina bakterii a je tedy vysoce pravdépodobné, ze bakterie budou zachyceny ve vSech
odbérech. Bakteriémie je kontinudlni napt. u infekéni endokarditidy, kdy neni nutné
¢ekat s odbérem na vzestup teploty. Naproti tomu u intermitentniho vyplavovani jde o
to, Ze bakterie jsou v krevnim ob¢hu v urcitych intervalech stfidanych rizné dlouhym
klidovym obdobim. V tomto piipad¢ je tedy lepsi vyckat s odbérem na vzestup teploty,

resp. na prvni klinické pfiznaky vyplaveni bakterii do krve (Cermak, 2008).
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4.1.1 Objem krve a pocet lahvi¢ek k hemokultivace

Dilezité je nejen to, jak a kdy byl odbér proveden, ale zaleZi 1 na objemu odebrané krve
a poctu lahvicek. Za adekvatni objem krve pro hemokultivaci je u dosp€lého
povazovano 10-20 ml krve na jednu lahvicku a u ditéte do 5 ml (dle véku), coz je

hlavné dané hodnotami uvadénymi vyrobci kultiva¢nich médii.

Lamy et al. (2016, str. 3) shrnuje dostupna data o objemu odebrané krve
k hemokultivaci vétou: ,,Cim vétsi objem krve je kultivovan, tim vétsi je vytézek*. Dale
uvadi, ze vétSina védeckych spolecnosti doporucuje v pokynech o poctu odebranych
lahvic¢ek odebirat 2-3 sety, tedy 4-6 lahvi¢ek (pf. The French Society of Microbiology —
2-3 sety). Stejny pocet doporucuje i SLM CLS JEP, pod jejiz zastitou jsou zpracovany
NSVP. Setem (= hemokulturou) jsou mysleny lahvi¢ka pro aerobni a anaerobni

kultivaci.

Scharfen (2013) uvadi, ze odbér druhého a tietiho setu hemokultur zvySuje vytéznost, a
také snaz$i interpretaci v pfipad¢ kontaminace. Zaroven se zmifluje o rozdilu
V nacasovani v piipadé¢ intermitentni a kontinudlni bakteriemie (u infekénich
endokarditid). V druhém piipadé je nacasovani méné dilezité, u prvniho udava vyznam
alesponn dvou odbérti pii horecce a tfesavce vrozmezi 30 — 60 minut pro vyssi

pravdépodobnost zachytu.

Procedura odbéru pak musi zahrnovat i spravné oznaceni vzorku — lahvicka musi byt
polepena identifika¢nim stitkem se jménem, rodnym c¢islem pacienta a oddélenim, které
vySetfeni pozaduje. Ke vzorku je piilozend zadanka, kde by kromé vyse uvedeného
méla byt zaznamenana i diagnéza pacienta, pozadované vysetfeni, datum a Cas odbéru a

klinické tidaje — napt. informace o 1é¢b¢ antibiotiky (Scharfen, 2013).
4.2 Transport a skladovani materialu

Za nejoptimalnéjsi transport je povazovan ten, kdy je materidl okamzité po odbéru
dorucen ke zpracovani do prislusné laboratofe. V praxi to samoziejmé¢ neni vzdy
mozné. Zalezi na podminkéach (persondlnich i technickych) a také na pracovni dobé
dané laboratote (odbéry hemokultur pozdé odpoledne ¢i v noci). V takovém piipadé by
do doby piedani vzorku laboratofi nemély v zadném piipadé¢ byt hemokultury

skladovany v lednici, ale jen pii pokojové teploté (Scharfen, 2013).
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4.3 Zpracovani v laboratori

Pred piijetim vzorku ke zpracovani musi laboratof zkontrolovat spravnost a Uplnost
udajii na zadance a také oznaceni materidlu spravnymi identifikacnimi udaji pacienta.

Zadanka je pak zapsana do laboratorniho informaéniho systému (dale jen LIS).
43.1 Kultivace

V soucasné dobé se k hemokultivaci pouzivaji rizné automatické systémy — napf.
BacT/Alert, Bactec, VersaTREK. V pfistroji se lahvicka inkubuje vétSinou pii 37°C a to
5-7 dni. Princip detekce mikroorganismu se li§i dle vyrobce systému. Napf. u
BacT/Alert systému je princip detekce mikroorganismu zalozen na faktu, Zze kazda
metabolickd aktivita bakterii produkuje CO;. V lahvicce je kromé krve, kterd tam byla
pfiddna, jesté sterilni kultivaéni médium a kolorimetricky senzor, ktery pravé barevné
reaguje na zmény pH zplsobené CO,. Ptistroj pak v pravidelnych intervalech méfi tyto

kolorimetrické sensory a vyhodnocuje zmény (Opota et al., 2015).

Systém Bactec zase vyuziva fluorescencni detekci. Na rozdil od kolorimetrického
senzoru uzivaného v systétmu BacT/Alert, senzor u Bactec systému pracuje na
fluorescen¢nim principu. Tzn., ze vznikly CO; ovliviiuje schopnost fluorescence tohoto
senzoru. Zvyseni CO» Vv senzoru totiz snizuje pH, ¢imZz poklesne i fluorescence
(Cermak, 2008).

Pristroj VersaTREK zase v pravidelnych intervalech méii tlak nad hladinou vzorku a

dle zmén tlaku vyhodnocuje negativitu/pozitivitu vzorkti (TREK Diagnostic Systém,
2013).

4.3.2 Negativni vzorek

V ptipadé, ze nedojde ke zméné barvy sensoru lahvicky, tedy, ze v lahvi¢ce neni
piitomna aktivita mikroorganismi vedouci k produkci CO,, vyhodnoti pfistroj po 5-7

dnech vzorek jako negativni.
4.3.3 Pozitivni vzorek

Pokud je vzorek pfistrojem vyhodnocen jako pozitivni, lahvicka je vyjmuta a
zaznamena se Cas pozitivity. Doba, kterou lahvicka stravila v ptistroji je diilezita, nebot’

sjeji délkou roste pravdépodobnost, ze se jednd o kontaminaci. Pak se zhotovi
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mikroskopicky preparat obarveny dle Grama a zaroven se vzorek vyockuje na krevni a
Endiiv agar, pfipadn¢ na dals$i pidy, aby se ziskala Cistd kultura. Podle vysledku
odecteni preparatu, kdy jde hlavné o rozliSeni gramnegativnich a grampozitivnich
bakterii, se pak ze vzorku vyhotovi pifima diskova citlivost, kterd slouzi jen jako
orientacni a pozdé&ji je provedena nejlépe kvantitativni citlivost z Cisté kultury. Klinicky
vyznamny ndlez se po odecteni preparatu telefonicky oznamuje na odd¢€leni

oSetfujicimu lékati (Votava, 2010; Scharfen, 2013; Opota, 2015).

Z kultury ziskané vyockovanim na agar je pak mozno provést identifikaci pliivodce
pomoci hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS = Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight mass spectrometry) ¢i systému VITEK (VITEK
zaroven stanovi 1 kvantitativni citlivost), ktery je zaloZen na biochemickém testovani.

(Scharfen, 2013; Bursova et al., 2014).

Normalni doba pro ziskani ¢isté kultury je 12-24 hodin. Identifikace systémem MALDI-
TOF MS byla vsak testovana a je b&ézné pro svou rychlost pouzivana i na subkulturach
vyrostlych na agaru po méné nez 6 hodinach. Idelevich et al. (2014) udava, ze
identifikace pomoci MALDI-TOF MS ze subkultur narostlych po méné nez 6 hodinach
byla uspésnd z97,6 % v pfipadé gramnegativnich aerobnich tycek a z 64 % u
grampozitivnich koki. Pokud je tedy k identifikaci pouzit rychlejsi postup kombinujici
subkulturu a MALDI-TOF MS dosdhne se vyznamnych tspor ¢asu v ramci

laboratornich pract, coz je diilezité pro pacienta a jeho 1écbu.
4.3.4 Kontaminace

VétSina kontaminaci vznika pifi odbéru krve, tedy v preanalytické fazi. Kontaminaci
Casto byvaji druhy, které jsou bézné ptritomné na kuazi (pf. koaguldza negativni
stafylokoky). Proto se také provadi stér z kiize pied odbérem hemokultury. Ten muze
pomoci s potvrzenim ¢i vyvracenim kontaminace vzorku podle toho, zda obsahoval
nebo neobsahoval stejné bakterie, jako byly vykultivovany ze vzorku krve v lahvicce

(Cermak, 2008).
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EXPERIMENTALNI CAST

5. Cile prace a hypotézy

Jako cile této prace byly stanoveny:

Cil 1) Zhodnotit data o hemokulturach z internich odd€leni Nemocnice Tabor, a.s.
zpracovanych na oddéleni mikrobiologie v obdobi 01/2018 — 12/2018 (spektrum
gramnegativnich patogeni, rozdily mezi komunitnimi a hospitalizovanymi pacienty).
Cil 2) Zaméfit se na gramnegativni tycky, vyhodnotit jejich citlivosti na antibiotika a
porovnat je sdaty z EARS-Net (European Antimicrobial Resistance Surveillance
Network).

Prace se vénuje nasledujicim hypotézam vztahujici se k vyse uvedenym cilim:

Ad cil 1) Nejcastéji zjisténé gramnegativni patogeny z hemokultur jsou v Nemocnici
Tabor, a.s. stejné jako jsou ty uvadéné v odborné literatute.

Ad cil 1) Spektrum gramnegativnich patogent zjiSténych v hemokulturdch od
komunitnich pacientl a v hemokulturach od hospitalizovanych pacientt se lisi.

Ad cil 2) Citlivosti zjisténych gramnegativnich ty¢ek nevykazuji vyznamné rozdily

oproti datim z EARS-Net.
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6. Metodika

Data pro tuto praci byla ziskdna na pracovisti mikrobiologie Nemocnice Tabor, a.s.
(dale jen NT, a.s.), kde bylo mozné si také zazit postupy piijmu a zpracovani

hemokultur véetné vySetfovani pozitivnich vzorkil a nasledného vydani vysledki.
6.1 Zpracovani hemokultur v mikrobiologické laboratoii Nemocnice Tabor, a.s.
6.1.1 Preanalyticka faze

Vzorky k mikrobiologickému vysetfeni véetné hemokultur jsou v tdborské nemocnici
nepfetrzité¢ pfijimany na sbérném misté¢ na Stanici klinické biochemie a hematologie,
odkud jsou pak nékolikrat denné¢ dopravovany na mikrobiologické pracovisté. Béhem
provozni doby Stanice 1¢katské mikrobiologie (dale jen SLM) Ize material transportovat

pfimo na toto pracoviste.

V ramci preanalytické faze je u dodaného materialu, v tomto piipadé hemokultur,
zkontrolovana spravnost udajt tykajicich se pacienta a zadavatele vysetieni na lahvicce
a zadance, vzorek se zaeviduje do LIS a oznaci se Cislem pfidélenym v LIS a datem

ptijmu vzorku.
6.1.2 Analyticka a postanalyticka faze
Kultivace hemokultur

Kultivace odebranych hemokultur je na SLM NT, a.s. provadéna pomoci piistroje
BacT/Alert od spole¢nosti bioMerieux (viz obrazek 8 na nésledujici strané). Krev
k hemokultivaci je tedy odebirana do pfislusnych lahvicek: zelena = aerobni, oranzova
= anaerobni, zluta = pediatrickd pro kultivace krve ditéte (na obrdzku chybi), které
obsahuji médium s adsorbénimi polymerovymi kulickami. BacT/Alert kontroluje
kolorimetricky senzor inkubovanych lahvi¢ek a vyhodnocuje, zda uvnitt nedochazi
Kk ristu bakterii (viz princip uvedeny v podkapitole 4.3.1). Pozitivni lahvicku oznami
zvukovym a vizuadlnim signalem. Lahvicka je vyjmuta a zapsana jako pozitivni do LIS.
Negativni lahvicku oznami pouze vizualné na obrazovce a taktéz je po vyjmuti zapsana

do LIS jako negativni a dojde k odeslani vysledku.
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Obrazek 8: Systém ke kultivaci hemokultur BacT/Alert a kultiva¢ni lahvicky
Zdroj: vlastni foto
Identifikace bakterii a stanoveni citlivosti

Z Kkrve v pozitivni lahvicce je pak vyhotoven mikroskopicky preparat obarveny Gramem
a dale se krev z lahvicky vyockuje na krevni agar, Endiv agar a Schaedleriiv agar a
ulozi se do inkubatoru se zvysenou tenzi CO; (mikroaerofilni prostfedi) s nastavenou
teplotou 37 °C. Preparat nasledné odecte lékat a morfologie pfitomnych bakterii je

hlaSena na oddéleni, kde byl material odebran.

Zaroven s vyhotovenim preparatu se také pfipravuje orientacni citlivost, ktera je
v provozu mikrobiologie NT, a.s. standardn¢ stanovovana pomoci diskové diftzni
metody a zoény inhibice jsou meéfeny s vyuzitim breakpointi dle EUCAST, coz

umoznuje srovnavat s daty z EARS-Net.

Pidy se zkontroluji nejdiive po zhruba 4-6-ti hodindch, a hned jak je na nich patrny

narist, identifikuje se pomoci MALDI-TOF a ptipravuje se citlivost z ¢isté kultury.
Vydani vysledki

Bézné probiha komunikace s objednatelem vySetfeni jiz v prubéhu analytické faze —

hlaSeni morfologie bakterii. Po ukonceni vySetfeni je pak vysledek autorizovan a
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validovan l€katem, je vytiStén a odeslan objednateli a zptistupnény je téz v elektronické

formé.
6.2 Statisticka data - sbér a zpracovani

V praci byla vyuZita data ziskanid na pracoviSti mikrobiologie NT, a.s. v ¢asovém
horizontu jednoho roku, konkrétné¢ roku 2018. Sbirana byla data tykajici se kment
ziskanych z pozitivnich hemokultiva¢nich lahvic¢ek z internich oddéleni a ambulanci
(kardiologické, gastroenterologické), pficemz zvlastni pozornost byla vénovana

hemokultivacnim lahvickam, kde zjisténym ptivodcem byla gramnegativni tyCinka.

Data byla napfed upravena, nebot’ nektefi pacienti byli v prub¢hu sledovaného roku
2018 hospitalizovani vicekrat a to 1 v rdmci riznych internich oddéleni. Pokud méli
v pribéhu vicecetnych hospitalizaci pozitivni vzorky hemokultivace a nebyl zjistén
stejny kmen, byl tento taktéz zahrnut do analyzy tykajici se patogenii. V opacném
ptipadé byl zatazen pouze prvni kmen od daného pacienta. Pacient jako takovy byl vSak

zahrnut pouze jednou (pro analyzu vékové struktury a pohlavi).

Kromé struktury vySetfovaného souboru pacienti dle v€ku a pohlavi véetné jeho
ptislusnosti k oddéleni byla snaha zhodnotit rozdily mezi kmeny zjisténymi z
pozitivnich hemokultivac¢nich lahvi¢ek od komunitnich a hospitalizovanych pacienti.
Proto byla sledovana i doba piijeti pacienta do nemocnice a doba odbéru hemokultury.
Pokud k odebrani hemokultur doSlo do 48 hodin po pfijeti do nemocnice a
hemokultivace byla pozitivni, byl kmen izolovany z dané lahvicky zafazen do skupiny
komunitni. Pokud vsak doslo k odbéru az po vice jak 48 hodinach, spadl do skupiny
hospitalizovani. Nékteti autofi (napt. Mad’ar et al., 2006; Bartiin€k et al., 2016) zminuji
moznost vzniku nozokomiélni ndkazy i po propusténi z nemocni¢niho zatizeni domi, a
to i viadu nékolika mésici. Proto byly do skupiny kmenii od hospitalizovanych
pacientll zahrnuty i ty, které byly sice zjiStény z odebranych hemokultur do 48 hodin po
pfijeti pacienta do nemocnice, ale zarovenl bylo zjiSténo, ze pacient byl v poslednich
ttech meésicich hospitalizovan v tdborské nemocnici. Bohuzel moznost piedchozi
hospitalizace v jinych zdravotnickych zafizenich nebyla brana v potaz, nebot tato data
nebylo mozné u vSech sledovanych pacientd spolehlivé zjistit. Byl tedy vytvotren
prehled vykultivovanych kmenl zjiSténych z pozitivnich vzorkli vySetfovaného

souboru, kdy detailnéji se pozornost zaméfila na jiz zminéné gramnegativni ty¢inky.
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Byla zjiStovana také mira rezistence kmenl gramnegativnich ty¢inek k jednotlivym
vySetifovanym antibiotikim (k tém, sledovanym v EARS-Net — ampicilin, cefotaxim,
ceftazidim, gentamicin, ciprofloxacin), a to u dvou nejcastéjSich bakterialnich druhi
izolovanych z pozitivnich hemokultivacnich lahvicek. Jednalo se o vypocet podilu
rezistence jednotlivych kmend daného druhu k celkovému poctu zjisténych kment

tohoto druhu.

Dale byla pievzata data z databaze EARS-Net, ktera jsou uvedena na strankach SZU.
Jednd se o data ze zainteresovanych zdravotnickych zafizeni, konkrétné z
jejich internich oddéleni, za celé Cesko. Bohuzel ale v dob& zpracovani této prace
nebyla dostupné data za rok 2018, ke srovnani jsem tedy pouzila data z roku piedeslého

2017 s védomim, Ze zaveéry srovnani budou mit pouze orientacni charakter.

VSechna data byla pomoci filtri a kontingen¢nich tabulek zpracovana v MS Excel do

kone¢né podoby grafi a tabulek piedstavenych v této praci.
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7. Vysledky

V nasledujicich podkapitolach budou piedstaveny vysledky analyzy ziskanych dat o
pozitivnich hemokultivac¢nich lahvickdch a kmenech znich uréenych s dirazem na

gramnegativni tyCinky v€etné piehledu o jejich rezistenci k antibiotikiim.
7.1 Statistika hemokultivacnich lahvic¢ek

V roce 2018 bylo na pracovi§ti mikrobiologie NT, a.s. vySetfeno celkem 2420
hemokultivacnich lahvic¢ek (1212 aerobnich a 1208 anaerobnich) z internich oddéleni a
internich ambulanci (viz tabulka 2). Z tohoto poctu vyhodnotil automaticky systém
BactAlert 527 lahvicek jako pozitivni (21,8 %) a 1893 jako negativni (78,2 %). Pficemz
primérna doba hlaseni pozitivity byla 2,5 dne. Po odstranéni duplicit (stejny kmen u
jednoho pacienta ve vice lahvickach) a kontaminaci bylo k dalsi analyze tykajici se

patogenti pouzito 267 pozitivnich lahvicek.

Tabulka 2: Piehled o hemokultiva¢nich lahvi¢kach z internich oddéleni a ambulanci,

NT, a.s., rok 2018

Hemokultivaéni lahvicka Negativni Pozitivni Celkem
Abs. | Rel. (%) | Abs. | Rel. (%) | Abs. | Rel. (%)
Aerobni 954 39,4 258 10,7 1212 50,1
Anaerobni 939 38,8 269 111 1208 499
Celkem 1893 78,2 527 21,8 2420 100,0

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratote NT, a.s.; vlastni zpracovani

Na nasledujici stran¢ je pak umistén obrazek 9, ktery ukazuje rozloZzeni negativnich a
pozitivnich lahvi¢ek podle mésict sledovaného roku 2018. Nejvétsi podil pozitivnich
lahvicek z celkového poctu odebranych byl zaznamenan v dubnu (2,7 %) a lednu
(2,3 %) naopak nejméné v unoru (1,1 %) a zaii (1,3 %), zatimco negativnich bylo

nejvice v srpnu (8,2 %) a lednu (8,1 %) a nejméné v listopadu (3,6 %) a zati (5,0 %).
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Obrazek 9: Negativni a pozitivni hemokultivacni lahvic¢ky, interni oddéleni a

ambulance NT, a.s., rozd€leni dle mésicu, rok 2018
Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe NT, a.s.; vlastni zpracovani
7.2 Struktura pacientii s pozitivnim vzorkem

V prabehu roku 2018 byla celkem u 218 osob, které byly hospitalizovany na internich
odd¢lenich ¢i vySetieny na interni ambulanci NT, a.s., zjiSténa pozitivni hemokultivace.
Jednalo se o 122 muzi a 96 zen. Jejich strukturu podle véku uvadi obrazek 10 na
nasledujici strance. Ve vysSetfovaném souboru nebyla ani jedna osoba mladsi 30-ti let.
U obou pohlavi prevladala sice v€kova skupina 71-80 let, u Zen z vice jak jedné tietiny
(36,6 %), u muzi z necelé poloviny (45,5 %), ale z grafu (obrazek 10) je pfi srovnani
jednotlivych vékovych skupin dle pohlavi zietelny posun. Zatimco u zen je druhou
nejvice zastoupenou vékovou skupinou skupina 81-90, u muzi je to pak vékova skupina

61-70 let.
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Obrazek 10: Rozdéleni osob s pozitivni hemokultiva¢ni lahvickou dle pohlavi a véku,

interni oddéleni a ambulance NT, a.s., rok 2018
Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe NT, a.s.; vlastni zpracovani

Rozlozeni pacientti dle oddéleni téméf odpovida i rozlozeni zachycenych kment dle

oddéleni a ambulance — viz tabulka 3.

Tabulka 3: Rozdé€leni pacienti a kment dle internich odd€leni a ambulance NT, a.s.,

rok 2018

. Pacienti Kmeny
Oddéten Abs. Rel. (%) Abs. Rel. (%)

Gastro-A 87 39,9 105 38,0
Gastro-C 31 14,2 42 15,2
Gastro-JIP 20 9,2 30 10,9
Kardio-B 21 9,6 27 9,8

Kardio-C 28 12,8 33 12,0
Kardio-JIP 23 10,6 30 10,9
PINTA 8 3,7 9 3,3

Celkem 218 100,0 276 100,0

Pozn.: ,, Gastro* = gastroenterologické oddeleni, ,,Kardio*

‘

JIP = jednotka intenzivni péce, PINTA = prijmova interni ambulance

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe NT, a.s.; vlastni zpracovani
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Nejvetsi mnozstvi pacientl i kmenll pochédzelo z gastroenterologického oddéleni,
konkrétn¢ z Gastro-A (87 pacientdt a 105 kment), nasledovaného Gastro-C (31
pacientti, 42 kmenti). Ob¢ tato oddéleni maji 30 luzek. Kardiologické oddéleni
rozdélené také na dva pavilony ma 29 (Kardio-B) a 20 lazek (Kardio-C). Obé jednotky
intenzivni péce (=JIP) pak po 6-ti lizkach. Jaky pocet pacientli i kmenli pochézel ze
zminénych oddéleni, ukazuje tabulka 3. Jedinou ambulanci, kde byly odebirany

hemokultury, zastupuje Pfijmova interni ambulance (= PINTA).
7.3 Struktura zjisténych patogennich mikroorganismii

Za rok 2018 bylo z 267 pozitivnich hemokultiva¢nich lahvicek (po odstranéni duplicit a
kontaminaci) izolovano celkem 276 kmenti mikroorganismu od 218 osob. Z toho bylo
178 kmend grampozitivnich (64,5 %), 97 gramnegativnich (35,1 %) a jednou byla

zachycena kvasinka (viz tabulka 4).

Tabulka 4: Zakladni rozdéleni mikroorganismid zachycenych v pozitivnich

hemokultiva¢nich lahvickach z internich oddéleni a ambulance NT, a.s., rok 2018

Frekvence vyskytu
Mikroorganismus
Abs. Rel. (%)
G+ 178 64,5
G- 97 35,1
Kvasinky 1 0,4
Celkem 276 100

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratote NT, a.s.; vlastni zpracovani

Za kontaminované bylo oznaceno 25 hemokultivacnich lahvi¢ek, ve kterych bylo
identifikovano celkem 6 druhti bakterii uvedenych v tabulce 5 na nasleduyjici strané.
Falesna pozitivita byla nejcastéji vyvolana pritomnosti Propionibacterium species (32,0
% ptipadt), Corynebacterium species (24,0 % ptipadt) a Micrococcus luteus (20,0 %
ptipadt). Ve 4 ptipadech (16,0 %) se jednalo o kontaminaci koagulaza-negativnimi
stafylokoky (Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus hominis) a ve dvou bakterii

Bacillus cereus (8,0 %).
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Tabulka 5: Puvodci kontaminaci v hemokultiva¢nich lahvi¢kach oznacenych systémem

jako pozitivni, interni oddéleni NT,a.s., rok 2018

Mikroorganismus Frekvence vyskytu
Abs. Rel. (%)
Propionibacterium species 8 32,0
Corynebacterium species 6 24,0
Micrococcus luteus 5 20,0
Staphylococcus epidermidis 2 8,0
Staphylococcus hominis 2 8,0
Bacillus cereus 2 8,0
Celkem 25 100

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe NT, a.s.; vlastni zpracovani
7.3.1 Gramnegativni ty¢inky

Jak jiz bylo zminéno, pocet zachycenych gramnegativnich kment v pozitivnich
hemokultiva¢nich lahvickach byl 97. Toto ¢islo zahrnuje kmeny celkem 15 - ti druhd.

Frekvenci jejich vyskytu v absolutnich poctech i relativné uvadi tabulka 6.

Tabulka 6: Frekvence vyskytu gramnegativnich mikroorganismii v pozitivnich

hemokultivaénich lahvi¢kach, interni odd€leni a ambulance NT, a.s., rok 2018

. i Frekvence vyskytu
Mikroorganismus Abs, Rel. (%)
Escherichia coli* 47 48,5
Klebsiella pneumoniae** 22 22,7
Proteus mirabilis 9 9,3
Enterobacter cloacae komplex 5 5,2
Pseudomonas aeruginosa 3 3,1
Morganella morganii 2 2,1
Providencia stuartii 2 2,1
Aeromonas hydrophila 1 1,0
Bacteroides fragilis 1 1,0
Burkholderia multivorans 1 1,0
Citrobacter freundii 1 1,0
Fusobacterium mortiferum 1 1,0
Klebsiella oxytoca 1 1,0
Proteus vulgaris 1 1,0
Celkem 97 100,0

* véetné 4 kment s produkci ESBL a1ls AmpC
** yéetné 15 kment s produkci ESBL

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratote NT, a.s.; vlastni zpracovani
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Téméf polovinu z celkového poctu (48,5 %, 47 kmentl) tvorila Escherichia coli véetné
kmeni s produkci ESBL (4). Na druhém misté byla Klebsiella pneumoniae s hodnotou
22,7 % (celkem 22 kment, z toho 15 s produkci ESBL), tieti pak Proteus mirabilis,
kterého bylo vykultivovano 9 kment, coz piedstavovalo 9,3 % a za nim Enterobacter
cloacae komplex (5,2 %). Druhy ostatnich bakterii se vyskytovaly s Cetnosti niz$i nez

5 % (pt. Pseudomonas aeruginosa 3,1 %).
7.3.2 Gramnegativni ty¢inky — komunitni vs. hospitalizovani pacienti

Vtabulce 7 jsou gramnegativni  mikroorganismy  zjisténé  z pozitivnich
hemokultivac¢nich lahvi€ek pacientl internich oddéleni a ambulance NT, a.s. tfidény dle
skupin komunitni a hospitalizovani pacienti. Do skupiny hospitalizovani bylo zahrnuto
56,7 % gramnegativnich tyCinek, tedy vice nez polovina. Vice nez jednu tietinu
(konkrétné 36,1 %) pak tvotily kmeny gramnegativnich ty€inek u skupiny komunitnich

pacientd. U 7,2 % bakteridlnich kment (n = 7) se nepodatilo zjistit, k jaké skupiné patfi.

Tabulka 7: Struktura gramnegativnich ty¢inek — komunitni vs. hospitalizovani pacienti,

interni oddé€leni a ambulance NT, a.s., rok 2018

Frekvence vyskytu
Mikroorganismus KomunétaI NemocnliceI NezjiétéRn(I) Celkeg |
el. el. el. el.
Abs. (%) Abs. (%) Abs. (%) Abs. (%)
Escherichia coli 21 21,6 23 23,7 3 3,1 47 48,5
Klebsiella pneumoniae 4 41 17 175 1 1,0 22 22,7
Proteus mirabilis 3 3,1 4 4,1 2 2,1 9 9,3
Eg'rtﬁ;f:f“er cloacae 1 10 4 41 0 00 5 | 52
Pseudomonas aeruginosa 1 1,0 2 2,1 0 0,0 3 3,1
Morganella morganii 1 1,0 1 1,0 0 0,0 2 2,1
Providencia stuartii 1 1,0 1 1,0 0 0,0 2 2,1
Aeromonas hydrophila 0 0,0 1 1,0 0 0,0 1 1,0
Burkholderia multivorans 0 0,0 1 1,0 0 0,0 1 1,0
Citrobacter freundii 1 1,0 0 0,0 0 0,0 1 1,0
Fusobacterium mortiferum 1 1,0 0 0,0 0 0,0 1 1,0
Klebsiella oxytoca 1 1,0 0 0,0 0 0,0 1 1,0
Proteus vulgaris 0 0,0 1 1,0 0 0,0 1 1,0
Bacteroides fragilis 0 0,0 0 0,0 1 1,0 1 1,0
Celkem 35 36,1 55 56,7 7 7,2 97 100

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe a interni data NT, a.s.; vlastni zpracovani
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Pii pohledu na =zastoupeni jednotlivych druhli gramnegativnich bakterii v ramci
sledovanych skupin lze konstatovat, ze vyraznéjSiho rozdilu dosahuje pouze druh
Klebsiella pneumoniae, kdy do skupiny kmenti komunitnich pacientt spadaji pouze 4
kmeny tohoto druhu (z toho 2 s ESBL) oproti 17 kmenim ve skupiné hospitalizovani.
Nutno poznamenat, ze 15 kmend druhu Klebsiella pneumoniae z celkovych 22 je
producentem ESBL, coZ jsou kmeny, které se hojné vyskytuji tam, kde se hodn¢ uzivaji

antibiotika, tedy hlavné v nemocnicich.
7.4 Rezistence k antibiotikiim u dvou nejéastéji zachycenych mikroorganismii

U nejcast&ji zastoupenych gramnegativnich kment, Escherichia coli a Klebsiella

pneumoniae, byla provedena analyza jejich rezistence a nasledné srovnani s EARS-Net.
7.4.1 Escherichia coli

V roce 2018 bylo v NT, a.s. z pozitivnich hemokultiva¢nich lahvi¢ek identifikovano
celkem 47 kment tohoto druhu. Pfehled o jejich rezistenci ke sledovanym antibiotikiim

poskytuje tabulka 8.

Tabulka 8: Rezistence/citlivost k antibiotikiim — kmeny Escherichia coli zachycené v
pozitivnich hemokultiva¢nich lahvi¢kach, interni oddéleni a ambulance, NT, a.s., rok
2018

Escherichia coli (n=47)*

Antibiotika Rezistentni Citlivy
Abs. Rel. (%) Abs. Rel. (%)
Ampicilin 18* 38,3 29 61,7
Gentamicin 0 0,0 47 100,0
Cefotaxim 5* 10,6 42 89,4
Ceftazidim 5* 10,6 42 89,4
Ciprofloxacin 6* 12,8 41 87,2

* ztoho 4 kmeny sESBL al1ls AmpC

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratote NT, a.s.; vlastni zpracovani

Vsechny zachycené kmeny Escherichia coli byly citlivé na gentamicin. Rezistenci
k cefalosporinim tieti generace cefotaximu a ceftazidimu vykazovalo celkem 5 kment.
Jednalo se 0 4 kmeny s produkci ESBL a 1 s AmpC, pro kter¢ je typické, ze hydrolyzuji
pravé cefalosporiny a kromé toho jesté peniciliny a monobaktamy (Hrabak a Vanis et

al., 2008). Vsechny tyto kmeny s produkci Sirokospektrych betalaktamaz byly
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rezistentni jeste¢ k ciprofloxacinu a ampicilinu. Z ostatnich kmenti jen c¢ast byla

rezistentni k ampicilinu (13 kment = 27,7 %) a 1 kmen k ciprofloxacinu.
7.4.2 Klebsiella pneumoniae

Druhym nejvice zastoupenym patogenem zjiSténym z pozitivnich hemokultiva¢nich
lahvicek byla Klebsiella pneumoniae (n = 22). Vtabulce 9 je ptehled

rezistence/citlivosti ke stejnym antibiotiklim, kterd jsou sledovana i v EARS-net.

Tabulka 9: Rezistence/citlivost k antibiotikim — kmeny Klebsiella pneumoniae
zachycené v pozitivnich hemokultivac¢nich lahvickach, interni oddéleni a ambulance,

NT, a.s., rok 2018

Klebsiella pneumoniae ESBL (n=22)*
Antibiotika Rezistentni Citlivy
Abs. Rel. (%) Abs. Rel. (%)
Ampicilin 22 100,0 0 0,0
Gentamicin 7 31,8 15 68,2
Cefotaxim 15 68,2 7 31,8
Ceftazidim 15 68,2 7 31,8
Ciprofloxacin 13 59,1 9 40,9

* z toho 15 kment s ESBL

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratoie NT, a.s.; vlastni zpracovani

Klebsiella pneumoniae je ptirozené rezistentni k ampicilinu, cemuz odpovida i hodnota
100 % vtabulce 9. Dalsi zjisténé rezistence se pak tykaly pouze kmend s ESBL
(zji8té€no celkem 15 kment). U nich byla patrnd 100% rezistence k cefalosporintim 3.
generace — cefotaximu a ceftazidimu i vysoka rezistence k ciprofloxacinu 59,1 % ( = 13
kmeni s produkei ESBL). Zjisténych 7 kmeni rezistentnich ke gentamicinu pochézelo
také ze skupiny producentti Sirokospektrych betalaktamaz. U ostatnich kmend (bez
produkce ESBL) byla zjisténa nulova rezistence ke vSem sledovanym antibiotikiim

(vyjma vySe zminéného ampicilinu).
7.4.3 Srovndni s daty z EARS-Net

Rezistenci dvou nejCastéji zachycenych gramnegativnich kmenti Escherichia coli a
Klebsiella pneumoniae zjisténych v pozitivnich hemokultivacnich lahvickach od
pacientll z internich oddéleni NT, a.s., je mozné také srovnavat s celorepublikovymi

daty, ptipadné i s daty evropskych zemi, a to sice diky EARS-Net. V ramci této prace to
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vSak bude pouze orienta¢ni srovnani, nebot’ data za rok 2018 nebyla v dobé zpracovani
prace jesté zpristupnénd. Za celorepublikova data byl tedy pouzit rok 2017. Data za
Cesko z EARS-Netu budou stejné jako data z NT, a.s. z internich oddéleni.

Escherichia coli

Obrazek 11 znazoriiuje podil rezistentnich kmentt Escherichia coli zachycenych
Vv pozitivnich hemokultiva¢nich lahvickach z internich oddéleni a ambulnce NT, a.s. ve
srovnani s hodnotami za interni oddéleni ze zdravotnickych zafizeni v ramci Ceska,
které¢ se ucastni sbéru dat v EARS-Net. Lze vidét, ze u vSech sledovanych antibiotik
meély kmeny Escherichia coli z NT, a.s. nizsi rezistenci. Nejvétsi rozdil v rezistenci byl
u ciprofloxacinu, kde hodnota za NT, a.s. byla 12,8 % a naproti tomu hodnota za celé
Cesko 24,3 %.
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Escherichia coli
90,0 -
NT, a.s., interni oddéleni,
80,0 7 rok 2018
70.0 - m Cesko - EARS-Net, interni
T oddélent, rok 2017
3 600
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& 40,0 - °
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AL 9.9 05 13,5 . 12,4 12,8
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ol mll =il
0,0 T T
Ampicilin Gentamicin Cefotaxim Ceftazidim Ciprofloxacin

Antibiotikum

Obrazek 11: Rezistence (%) Escherichia coli ke sledovanym antibiotikiim, interni
oddéleni a ambulance NT, a.s., rok 2018 a Cesko - EARS-Net, rok 2017

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe NT, a.s., 2018; Databaze vysledkli z EARS-Net,

©2010; vlastni zpracovani
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Klebsiella pneumoniae

Obrazek 12 znazornuje srovnani dat o rezistenci kment Klebsiella pneumonie. Kromé
hodnot miry rezistence (%) u gentamicinu, jsou hodnoty z NT, a.s. vyssi nez hodnoty za
celé Cesko a to nejvice u cefalosporini 3. generace — cefotaximu a ceftazidimu.
Vzhledem k nizkému poc¢tu kment Klebsiella pneumoniae z NT, a.s. - celkem 22,

z ¢ehoz 15 kmenti bylo s produkei ESBL, mize byt tak toto srovnani zkreslené.
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Obrazek 12: Rezistence (%) Klebsiella pneumoniae ke sledovanym antibiotikiim,
interni odd&leni a ambulance NT, a.s., rok 2018 a Cesko - EARS-Net, rok 2017

Zdroj: LIS mikrobiologické laboratofe NT, a.s., 2018; Databaze vysledkli z EARS-Net,

©2010; vlastni zpracovani
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8. Diskuze

Odbéry hemokultur a jejich kultivace patii ke standardnim metodam zjistovani ptivodct
sepse. V roce 2018 jich bylo z internich oddéleni a ambulance tdborské nemocnice
zaslano na mikrobiologické pracovisté ke kultivaci 2420. Pozitivita byla zjiSténa u
21,8 % znich (n = 527). Pro dal§i analyzu pozitivnich byly vylou€eny duplicitni
lahvicky a lahvicky kontaminované. Timto postupem zbylo k hodnoceni celkem 267
hemokultiva¢nich lahvi¢ek odebranych 218 pacientim. Nejcastéji byla pozitivni
hemokultivacni lahvicka zjisténa u osob ve veékové skupiné 71-80 let, ktefi byli

hospitalizovani na oddé€leni Gastro-A (celkem 87 pacientli = 39,9 % z celkového poctu).

Zamgéieni této prace bylo na gramnegativni bakterie, proto budou jejich vysledky nize
diskutovany. Gramnegativni kmeny bakterii byly zachyceny ve zhruba jedné treting
téchto lahvicek, celkem se jednalo o 97 kmenl 15 druhli bakterii. Nejcastéji byly
zachyceny kmeny Escherichia coli (ve 48,5 % ptipadt) a Klebsiella pneumoniae (ve
22,7 % ptipadt). Kolaf et al. (2002) ve své studii o frekvenci gramnegativnich patogent
u IKR a jejich rezistenci k antibiotikiim v Cesku uvadi, ze v souboru malych nemocnic
patii mezi bakterialni druhy s nejvyssim zastoupenim praveé Escherichia coli (38,9 %) a
Klebsiella pneumoniae (24,3 %). Na prvnich dvou pozicich zminuje tyto druhy i
v souboru velkych nemocnic, 1 kdyZ s o néco niz8im podilem zastoupeni. Na dalSich
pozici se pak v ramci této studie nachazi Pseudomonas aeruginosa, ktera sice v této
bakalatské praci nebyla na tieti pozici, ale zaujala misto v prvni pétici zachycenych

patogent. Na tieti pozici byl Proteus mirabilis (9,3 %).

Z nov¢jsich praci zastoupeni bakteridlnich druh v hemokulturach zminuje napt. Kolar
a Strbova (2015), ktefi se zaméiuji i na rezistenci. Ve vysledcich své studie kromé
prvenstvi  grampozitivnich  koaguldza negativnich  stafylokokii  uvadi, ze
z gramnegativnich bakterii jsou nejcastéji zastoupeny pravé kmeny druhi Escherichia
coli a Klebsiella pneumoniae (pfiblizné¢ 10 % u obou druhii ovsem z celkového poctu
patogenti a nejen gramnegativnich). Interni oddéleni NT, a.s. z hlediska struktury
patogent zjisténych v hemokultiva¢nich lahvickach v porovnani s t€émito studiemi nijak

nevybocuji.

Dulezité je ale také podotknout, Ze na zastoupeni bakteridlnich patogenli ma vliv i

slozeni pacientfi a odli$nosti jejich zakladnich onemocnéni (Cermak, 2008). V piipadé
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nesrovnalosti by tedy bylo vhodné zaméfit se i na tuto stranku véci a hledat faktory,

které mohly vyslednou strukturu patogenti ovlivnit.

V praci byly také vramci druhé hypotézy hodnoceny rozdily mezi spektrem
gramnegativnich patogend izolovanych z pozitivnich hemokultiva¢nich lahvic¢ek u
komunitnich a u hospitalizovanych pacientii. Toto téma bylo zatiZzeno fadou omezeni,
ktera mohly mit vliv na kone¢ny vysledek analyzy. Jednalo se hlavné o stanoveni a
nasledné dodrzeni hranice zafazeni kment z pozitivnich vzorkd mezi skupinu
komunitnich ¢i hospitalizovanych pacientti. Hranici je sice ona 48 hodinova lhuta (viz
metodika), avSak dilezité také je, zda dany pacient nebyl v posledni dobé 1écen v jiném
zdravotnickém zatfizeni a infekci si tak nemohl pfinést odsud. To bohuZzel nebylo mozné
ze zdznaml o pacientovi spolehlivé zjistit. Spolehlivé zjiSt€éna mohla byt pouze
pfedchozi hospitalizace v NT, a.s., coz bylo také provedeno. Pokud pacientovi pii
pfijmu do nemocnice byla odebrana hemokultura, kterd byla nésledné pozitivni, spadal
tento vzorek do skupiny komunitni pouze vtom piipadé, kdy dany pacient nebyl
hospitalizovan v tdborské nemocnici v poslednich tfech mésicich. V opacném ptipadé
byl zatazen do skupiny hospitalizovani. O moznosti vzniku nozokomialni nakazy po
propusténi pacienta domt pisi i nékteii autofi (Mad’ar et al., 2006, Bartin¢k et al.,
2016). Z této tiimésicni lhity tedy v ramci této prace pochazelo celkem 22 zachycenych
kment, z ¢ehoz 12 bylo zachyceno do 1 mésice od pfedchozi hospitalizace, 8 do 2
mésicti a 2 do tfech mésict. Takto byly roztfizeny pozitivni vzorky se zachycenym
gramnegativnim mikroorganismem, pfi¢emz do skupiny vzorkll od komunitnich
pacient jich bylo zatazeno celkem 35 a do skupiny od hospitalizovanych 55. U 7
pacientli se bohuzel udaje k zatazeni do jedné ¢i druhé skupiny viibec nepodafilo zjistit.
Vzhledem k vyse uvedenému tedy mohlo dojit ke zkresleni vysledkii ve smyslu
nadhodnoceni skupiny komunita pravé o pacienty, u nichZ nebyla zjisténa predchozi
hospitalizace, poptipad€ i pobyt v domové dichodct ¢i tstavu dlouhodobé péce (také
rizikové faktory), ale i nadhodnoceni skupiny hospitalizovani, nebot’ ne vSechny kmeny
zoné tiimési¢ni lhity musely byt nozokomidlni. S timto védomim byla provedena
analyza spektra gramnegativnich bakterii zjiSténych z pozitivni hemokultivace u

sledovanych skupin pacientil.

V zastoupeni bakteridlnich druhti u skupin komunitnich a hospitalizovanych pacientt
nebyly shledany vyznamné rozdily. Potadi prvni pétice bakterialnich druhti bylo u obou

skupin shodné. Nejcastéji byly zastoupeny kmeny druhu Escherichia coli, Klebsiella
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pneumoniae a Proteus mirabilis. Vétsi rozdil byl pouze v zastoupeni kmenti Klebsiella
pneumoniae. Z celkovych 22 kmena spadlo 17 do skupiny hospitalizovanych. Mezi
témito 17 kmeny bylo totiz celkem 15 kment s produkci ESBL, coZ jsou kmeny, které
vykazuji rezistenci k jedné ¢i vice skupindm antibiotik. Ke vzniku ¢i pfenosu této
rezistence pak nejcastéji dochdzi pravé v nemocnicich, kde je pfitomno vice rizikovych

faktora (Sas, 2010).

Poslednim bodem k diskuzi je zhodnoceni zjisténé antibiotické rezistence zachycenych
kmeni a to i v porovnani sdaty zprogramu EARS-Net. Jak bylo uvedeno jiz
Vv metodice, tak toto srovnani ma pouze orientacni charakter, nebot’ v dobé ptipravy a
dokonceni této prace nebyla jesté dostupna data z EARS-Net za rok 2018. Proto byl ke
srovndni zvolen rok 2017. Zhodnoceni a srovndni bylo provedeno pro dva nejCastéji

zastoupené druhy — Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae.

Kmeny druhu Escherichia coli (celkem 47, ztoho 4 sESBL a 1 s AmpC) vykazovaly
nejvyssi rezistenci (38,3 %) k ampicilinu (aminopeniciliny). Jednd se ale o hodnotu
nizs$i nez je celorepublikovy primér za interni oddéleni sestaveny z dat EARS-Net
(52,3 %). U cefalosporint tieti generace nepiesahla rezistence 10 %, coz je vzhledem
k hodnotam z EARS-Net (13,5 % - cefotaxim, 12,4 % - ceftazidim) méné. Podle EARS-
Net i Kolate a Strbové (2015) vzrista rezistence u cefalosporinii tfeti generace, ale u
kmenli zachycenych z pozitivnich vzorkli z internich odd€leni NT, a s. neni tento
problém vzhledem k hodnotam internich oddéleni za celé Cesko v ramci EARS-Net
zatim tak vyrazny. Jina je vSak situace u druhého nejvice zastoupeného druhu Klebsiella

pneumoniae.

Pii zhodnoceni antibiotické rezistence kmene Klebsiella pneumoniae je dulezité
upozornit, ze 15 kmenti z celkovych 22 bylo s produkci ESBL. To se odrazilo i ve
srovnani s daty z EARS, kdy kmeny druhu Klebsiella pneumoniae vykazovaly daleko
vyssi rezistenci k cefalosporinim tieti generace (cefotaxim, ceftazidim - 68,2 %) oproti
celorepublikovému pruméru (cefotaxim — 45,3 %, ceftazidim - 44,7 %). Hodnoty
rezistence tohoto druhu k cefalosporiniim tieti generace dle dat z EARS-Net od poc¢atku
sledovani (rok 2005) s drobnymi vykyvy rostou. Vzestupny trend vyskytu kmena druhu
Klebsiella pneumoniae s ESBL uvadi i Urbanek a Kolaf et al. (2007). Zaroven
poukazuji na pfimou souvislost mezi spotiebou cefalosporint tieti generace a vyskytem

kment Klebsiella pneumoniae s ESBL. Také Htoutou Sedlakova a Vojtova et al. (2012)
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ve své praci udavaji trend zvySujici se rezistence Klebsielly pneumoniae
k cefalosporiniim tfeti generace a zaroven k fluorochinolonim, u kterych byla v této
praci také zjisténa vyssi rezistence u kmend z NT, a.s. oproti datim z EARS-Net.
Ovsem jiz vjejich studii nebyla potvrzena piima spojitost mezi spotiebou téchto
antibiotik a frekvenci vyskytu kmenti daného druhu. Hovoii spiSe o neptimé souvislosti,

tedy Ze stoupa antibioticka rezistence, avSak spotieba cefalosporinti tfeti generace klesa.

Je dulezité také zminit to, ze pro hodnoceni rezistence k antibiotikim u zjisténych
kment, a to i ve srovnani s daty z EARS-Net, by bylo jist¢ vhodné&;jsi zvolit delsi casové
obdobi, coz by mohlo vice napovédét o tom, kterym smérem se dana problematika
vyviji, a zda se rozdily mezi daty za interni oddéleni a ambulanci NT, a.s. a daty
z EARS-Net za interni oddéleni v Cesku snizuji & zvy$uji. Nutné je téZ upozornit na
mozny vliv nizkych poc¢ti kmenG vramci NT, a.s. Zajimavé by pak také bylo

mezinarodni srovnani. Jeho zatfazeni uz by vsak bylo nad rdmec i rozsah této prace.
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9. Zavér

Kultivace hemokultur v¢etné nasledného zpracovani pozitivniho vzorku je vyznamnym
diagnostickym prostfedkem k uréeni ptivodce infekce krevniho fecisté. Pro tak zavazny
stav jakym je sepse, je velice dulezitd, nebot’ poméaha stanovit adekvatni antibiotickou

terapii.

V ramci pfipravy této prace jsem si zazila postup kultivace hemokultur i postup dalsiho
zpracovani pozitivniho vzorku. Krom¢ toho byla zhodnocena i data o hemokulturdch
Z internich oddéleni a ambulanci NT, a.s. za rok 2018 (spektrum patogend, srovnani
komunitnich a hospitalizovanych pacientil). Uvedeny byly také informace o rezistenci
nejcastéji zjisténych bakterialnich druhd véetné srovnani s daty z EARS-Net (pramér za

interni oddéleni Ceska), coz bylo také cilem této prace.

Navic, shrneme-li vySe uvedené informace ve vysledcich a diskuzi, 1ze konstatovat, ze
prvni hypotéza o tom, Ze nejCastéji zjiSténé gramnegativni patogeny z hemokultur
Z internich odd¢€leni a ambulance NT, a.s. se neli§i od téch uvadénych v odborné
literatute, byla potvrzena. Druhd hypotéza této prace vyslovujici domnénku o rozdilu
mezi spektrem patogeni zjisténych v pozitivnich hemokultivacénich lahvickach od
pacientd z komunity a hospitalizovanych pacientii sice potvrzena nebyla, ale je nutné
zminit, ze vysledky mohly byt ¢aste¢né¢ ovlivnény nadhodnocenim jedné ¢i druhé
skupiny. Posledni hypotéza tykajici neexistence rozdilu rezistence k antibiotikim
zachycenych patogent ve srovnani s daty z EARS-Net také nebyla potvrzena (rozdil byl
patrny u Klebsielly pneumoniae). Na tento vysledek by vSak mohlo mit vliv to, ze

v ptipad¢ dat za NT, a.s. byl nizky poc¢et kment v souboru.

Na zavér je dilezité podotknout, Ze data o struktuie patogenu véetné hodnoceni jejich
rezistence v ramci jednotlivych zdravotnickych zatizeni (a tedy i Nemocnice Tabor,
a.s.) je dulezité pravideln¢ sledovat, aby bylo mozné na zjist€énou situaci reagovat a
pfedchdzet tak moznym komplikacim. Kontrola antibiotické rezistence spolu
s kontrolou uzivani antibiotik a dalSimi preventivnimi ¢i epidemiologickymi opatfenimi
ma dopad nejen na frekvenci vyskytu multirezistentnich bakterialnich kment, ale ve

vysledku mize mit dopad i na krat$i 1éCbu pacienta a S tim spojené nizsi naklady.
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13. P¥ilohy

Priloha 1: Povinné sledovand antibiotika a antibiotika doporucend ke sledovani u 7

druht invazivnich bakterii

o Koéd bakterie
Koéd Antibiotikum
spn | sau | efa, efm eco, kpn pae acsp
AMK | Amikacin D D D
AMP | Ampicilin P P
CAZ | Ceftazidim P P
CIP Ciprofloxacin p* | D** p** P P
CLI Klindamycin D D
COL | Kolistin D D
CTX | Cefotaxim P P
ERY | Erytromycin P P
FOX | Cefoxitin (skrining) P
FUS | Kyselina fusidova D
GEN | Gentamicin D P P P
GEH | Gentamicin-High P P
IMP | Imipenem*** D P D
LNZ |Linezolid P D
MEM | Meropenem*** D P P
NOR | Norfloxacin (skrining) P
OXA | Oxacilin P
PEN |Penicilin P
RIF Rifampicin D P
TEC | Teikoplanin D
TCY | Tetracyklin D D
TOB | Tobramycin D D D P
TZP | Piperacilin/tazobactam D prxx
SXT | Ko-trimoxazol D D
VAN | Vankomycin P P
ESBL | CAZ+CTX+AMC (skrining) 3 P
Vysvétlivky: P: povinné sledovana antlblotlka D: antibiotika jejichz sledovani je doporuceno; ... tato

antibiotika se u dané¢ho druhu nesleduji; Gentamicin-High, vysoka rezistence; * MIC CIP se vysetf'uje
povinné, ukazuje-1li vysledek skriningu s norfloxacinem na moznou rezistenci k fluorochinoloniim; ** u
sau, eco a kpn vySetfuji nékteré laboratofe misto preferovaného ciprofloxacinu ofloxacin, vysledek je
proto uvadén jako fluorochinolony; *** lze vysetfit IMP nebo MEM, vysledek uvadi karabapenemys;
*#%* pokud se u P. aeruginosa vysetfuje TZP, hodnoti se jako piperacilin (PIP); ESBL: prikaz inhibice
ESBL kyselinou klavulanovou v diskovém testu DDS (double disk synergy).

Zdroj: Urbaskova, 2014
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